



UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 













ANALIZA VELIKOSTI GENOMA V POPULACIJI 
























UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
























GENOME SIZE ANALYSES IN POPULATION OF PROTEUS WITH 
IMAGE ANALYSIS CYTOMETRY 
 
M. SC. THESIS 




















Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Ekologija in 
biodiverziteta na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Delo je bilo opravljeno na 
Katedri za zoologijo in Katedri za botaniko in fiziologijo rastlin Oddelka za biologijo, 
Biotehniška fakulteta Univerze v Ljubljani. 
 
Študijska komisija je za mentorja magistrskega dela imenovala doc. dr. Lilijano Bizjak Mali, 








Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik: prof. dr. Rok KOSTANJŠEK  
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo  
 
 
Članica: doc. dr. Lilijana BIZJAK MALI 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
Član: dr. Aleš KLADNIK 
 Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
Članica: doc. dr. Jasna DOLENC KOCE    


















Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
 
                                 




DK UDK 597.92:574.1(043.2) 
KG biologija, Proteus anguinus, evropska jamska repata dvoživka, endemit Dinarskega 
krasa, velikost genoma, vrednost C, slikovna citometrija 
AV KOLAR, Darja 
SA BIZJAK MALI, Lilijana (mentorica), KLADNIK, Aleš (somentor), DOLENC 
KOCE, Jasna (recenzentka)   
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 
Magistrski študijski program 2. stopnje  
LI 2019 
IN ANALIZA VELIKOSTI GENOMA V POPULACIJI PROTEUSA S            
SLIKOVNO CITOMETRIJO 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP IV, 50 str., 8 pregl., 10 sl., 63 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Namen raziskave je bil ugotoviti, ali so krvne celice proteusov (Proteus anguinus) iz 
arhivske zbirke primeren material za oceno velikosti jedrnega genoma s pomočjo 
slikovne citometrije. Krvne celice smo vzorčili iz ventrikla srca arhiviranih živali in 
barvali po Feulgenu s Schiffovim reagentom, ki specifično barva DNA. Meritve 
integrirane optične gostote (IOG) so bile izvedene na jedrih rdečih krvničk. Kot 
standard smo uporabili krvne celice arhiviranih osebkov nektura (Necturus 
maculosus), kot kontrolo pa krvne razmaze, pripravljene iz sveže krvi. Izračunane 
vrednosti C so bile zelo variabilne in so večinoma močno odstopale od znane 
ocenjene velikosti genoma proteusa v bazi Animal Genome Size Database. Krvne 
celice, izolirane iz srca živali iz arhivske zbirke, so bile neuporabne za meritve IOG 
in izračun vrednosti C, saj so bile živali večinoma neprimerno fiksirane in arhivirane. 
Vrednosti C primerljive objavljenim podatkom, smo dobili na vzorcih svežih krvnih 
razmazov in izoliranih krvnih celicah osebkov, fiksiranih bodisi v etanolu bodisi v 
formaldehidu, ki so bili nato arhivirani v etanolu. Za nadaljnje raziskave velikosti 
genoma s slikovno citometrijo so najbolj primerni sveži krvni razmazi, slednje velja 
tudi za nektura kot standard. 
 
IV 
Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 597.92:574.1(043.2) 
CX Proteus anguinus, European cave salamander, endemic for Dinaric karst, genome 
size, C-value, image analysis cytometry 
AU KOLAR, Darja   
AA BIZJAK MALI, Lilijana (supervisor), KLADNIK, Aleš (co-supervisor), DOLENC 
KOCE, Jasna (reviewer)   
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programmes in Ecology 
and biodiversiy 
PY 2019 
TI GENOME SIZE ANALYSES IN POPULATION OF PROTEUS WITH IMAGE 
ANALYSIS CYTOMETRY 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO IV, 50 p., 8 tab., 10 fig., 63 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB The aim of the study was to determine, whether the proteus (Proteus anguinus) blood 
cells from the archive collection provide a suitable material for estimation of nuclear 
genome size by image cytometry. Blood cells were sampled from the ventricle of the 
heart of archived animals and stained by Feulgen reaction with a Schiff reagent, 
which specifically stains DNA. Integrated optical density (IOD) was measured in red 
blood cell nuclei. The blood cells of archived specimens of common mudpuppy 
(Necturus maculosus) were used as standard, and blood smears prepared from fresh 
blood were used as control. The calculated C-values were highly variable and mostly 
differ from the known size of the proteus genome in the Animal Genome Size 
Database. Blood cells isolated from the hearts of animals from the archive were not 
suitable for IOD measurements and C-value calculations, since animals were mostly 
improperly fixed and archived. C-values comparable to published data were obtained 
on fresh blood smear samples and blood cells isolated from specimens fixed either in 
ethanol or formaldehyde and subsequently archived in ethanol. For further genome 
size studies with image cytometry, fresh blood smears are the most suitable. This also 
applies to common mudpuppy as standard. 
 
V 
Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   





KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ................................................ III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .............................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE .......................................................................................................... V 
KAZALO SLIK ............................................................................................................... VII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ......................................................................................... VIII 
1 UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA .................................................................................... 1 
1.2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE ................................................................................. 3 
2 PREGLED OBJAV .......................................................................................................... 4 
2.1 PARADOKS VREDNOSTI C ..................................................................................... 4 
2.2 VARIABILNOST GENOMA PRI REPATIH DVOŽIVKAH .................................... 6 
2.2.1 Velikost genoma pri proteusu ............................................................................ 7 
2.4 VELIKOST CELIC V POVEZAVI Z VELIKOSTJO GENOMA ............................... 8 
2.5 SLIKOVNA CITOMETRIJA ...................................................................................... 9 
3 MATERIAL IN METODE ............................................................................................ 10 
3.1 OSEBKI IZ ARHIVSKE ZBIRKE ............................................................................ 10 
3.2 VZORČENJE KRVNIH CELIC IZ SRCA ................................................................ 11 
3.3 BARVANJE PO FEULGENU S SCHIFFOVIM REAGENTOM ............................. 15 
3.4 MERJENJE VELIKOSTI GENOMA S SLIKOVNO CITOMETRIJO ..................... 17 
3.5 RAČUNANJE VELIKOSTI GENOMA .................................................................... 18 
3.6 MERJENJE VELIKOSTI CELIC IN NJIHOVIH JEDER......................................... 19 
3.7 RAČUNANJE POVRŠINE CELICE IN JEDRA ...................................................... 20 
4 REZULTATI ................................................................................................................... 21 
4.1 IZOLACIJA KRVNIH CELIC IN BARVANJE PO FEULGENU ............................ 21 
4.2 INTEGRIRANA OPTIČNA GOSTOTA IN VREDNOST C .................................... 21 
4.3 VELIKOST ERITROCITOV IN NJIHOVIH JEDER ............................................... 33 
4.3 VELIKOST JEDER RDEČIH KRVNIČK IN VREDNOSTI C ................................ 36 
4. 4 PRIMERJAVA VELIKOSTI ŽIVALI IN RDEČIH KRVNIČK .............................. 37 
5 RAZPRAVA .................................................................................................................... 38 
7 POVZETEK .................................................................................................................... 43 






Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   





Preglednica 1: Pregled objavljenih vrednosti C proteusa v bazi AGSD ............................... 8 
 
Preglednica 2: S Seznam vzorčenih živali obeh podvrst P. anguinus s podano evidenčno 
številko živali, lokaliteto in haplotipom (povzeto po Gorički 2006), letom fiksacije, 
načinom fiksacije, spolom in telesnimi merami. ......................................................... 12 
 
Preglednica 3: Podatki o preparatih, uporabljenih za meritve integrirane optične gostote 
(IOG v arbitrarnih enotah) pri P. anguinus anguinus in P. anguinus parkelj ter pri 
nekturu (Necturus maculosus), vključno z meritvami iz leta 2016. ............................ 22 
 
Preglednica 4: Prikaz izračunanih vrednosti C (C) v pikogramih (pg) za posamezne osebke 
proteusov (N = 37) z upoštevanjem koeficienta variabilnosti IOG pod ali okoli 10%.
 ..................................................................................................................................... 26 
 
Preglednica 5: Primerjava IOG in vrednosti C (C) med krvnimi razmazi sveže krvi in 
vzorci krvnih celic, izoliranih iz ventrikla arhiviranih osebkov .................................. 31 
 
Preglednica 6: vrednosti C (C) preparatov fiksiranih v etanolu, s podanim letom fiksacije, s 
povprečnimi vrednostmi izmerjenih IOG, izračunanim koeficientom variabilnosti 
(KV). ............................................................................................................................ 33 
 
Preglednica 7: Prikaz povprečnih površin, dolžin in širin rdečih krvničk (RBC) proteusov 
in razmerje dolge in kratke osi. ................................................................................... 34 
 
Preglednica 8: Prikaz povprečnih površin, dolžin in širin jeder rdečih krvničk proteusov z 















Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   





Slika 1: Prikaz velikosti genomov ali vrednosti C različnih skupin organizmov. ................. 2 
 
Slika 2: Shematski prikaz postopka barvanja po Feulgenu s Schiffovim reagentom. ......... 15 
 
Slika 3: Graf kumulatine vrednosti IOG merjenih jeder ..................................................... 18 
 
Slika 4: Shematski prikaz rdeče krvničke z jedrom.. .......................................................... 19 
 
Slika 5: Prikaz vrednosti C proteusov iz Planinske jame .................................................... 28 
 
Slika 6: Prikaz vrednosti C proteusov iz Jelševnika. ........................................................... 29 
 
Slika 7: Primerjava povprečnih vrednosti C osebkov iz različnih lokacij. .......................... 30 
 
Slika 8: : Primerjava morfologije jeder rdečih krvničk na vzorcih narejenih asveže krvi in 
iz ventrikla arhiviranih živali.. ..................................................................................... 32 
 
Slika 9: Korelacija med površino jeder rdečih krvničk (µm2) in vrednostjo C (pg) 
proteusov ..................................................................................................................... 36 
 
Slika 10: Primerjava med površino rdečih krvnih celic RBC (µm2) in celotno dolžino 



















Kolar D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
 





AGSD Animal genome size database 
IOG   integrirana optična gostota  
K2S2O5  kalijev metabisulfit 
KV  koeficient variabilnosti 
mtDNA mitohondrijska DNA 
PI  propidijev jodid 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Zanimanje znanstvenikov o velikost genoma organizmov seže skoraj šestdeset let nazaj, še 
preden so vedeli, kako pomembno vlogo ima molekula DNA. Izraz genom je na začetku 
veljal za celoten set kromosomov in vseh genov organizma (Gregory, 2001a). Z ugotovitvijo 
Mirsky in Ris (1950), da je količina DNA karakteristika vsakega organizma in da imajo 
nekateri po zgradbi manj kompleksi organizmi več DNA kot bolj kompleksno grajeni 
(Mirsky in Ris, 1950), pa je sprožila veliko novih vprašanj. Razmišljanje o konstantnosti 
DNA v organizmu ni bila novo, saj je že leta 1918 nemški znanstvenik Oscar Hertwig 
postavil hipotezo o konstantni količini kromosomov v vseh celicah organizma. Z raziskavo 
o konstantnosti DNA v celicah in polovični količini DNA v spermalnih in jajčnih celicah, 
pa sta Mirsky in Ris potrdila tudi, da je DNA pomembna komponenta kromosomov in genov 
(Mirsky in Ris, 1950; Gregory, 2005a,b) 
 
Različne velikosti genoma bolj in manj kompleksnih organizmov so za znanstvenike 
predstavljale veliko uganko. Danes vemo, da so za te razlike odgovorna predvsem 
nekodirajoča zaporedja DNA. Vendar pa pojav različnih velikosti pri nekaterih skupinah ni 
naključen (Sclavi in Herrick, 2016). 
 
Velikost genoma evkariontov ali vrednost C (ang. C-value) je količina DNA v haploidnem 
jedru izražena v pikogramih (pg), pri čemer 1 pg predstavlja približno 1 milijarda baznih 
parov (0,978 Gb) DNA (Gregory, 2005b). V velikost so všteta tako kodirajoča zaporedja 
DNA, kot tudi nekodirajoča zaporedja, kot so introni, sekvence za nekodirajočo RNA, 
regulatorne regije, psevdogeni in mobilni genski elementi (Canton and Smith, 1999; 
Wickstead in sod., 2003; Sessions, 2008; Shahrouki and Larsson, 2012). V zadnjih 60 letih 
se je zbralo veliko podatkov o velikosti genoma različnih vrst. Podatek o različni velikosti 
genoma evkariontov je pomemben z evolucijskega in filogenetskega vidika, poleg teh pa 
tudi s praktičnega vidika, pred sekvenciranjem in izdelavo genomskih knjižnic, saj so stroški 
analize genoma sorazmerni z velikostjo genoma (Gregory, 2005b; Hare in Johnston, 2011). 
Najpogosteje uporabljeni metodi za oceno velikosti genoma oz. vrednosti C pri evkariontih 
sta slikovna in pretočna citometrija (Hare in Johnston, 2011). Pri slikovni citometriji se za 
barvanje jeder uporablja Feulgenova reakcija s Schiff-ovim reagentom, ki specifično barva 
DNA (Feulgen in Rossenbeck, 1923). Pretočna citometrija se uspešno uporablja predvsem 
pri rastlinah, kjer se jedra celic barva s flurokromi kot je propidijev jodid (PI) (Gardikas in 
Israels, 1948). Pri repatih dvoživkah ali repatcih (Urodela) je slednja metoda manj v uporabi, 
saj je optimizacija postopka težavna.  
 
Že nekaj časa je znano, da se velikost genoma med različnimi skupinami organizmov 
razlikuje (Slika 1) (Gregory, 2005b). Velikost genoma izrazito variira tudi znotraj nekaterih 
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skupin organizmov, kar je še posebej izraženo pri kritosemenkah in praprotnicah med 
rastlinami, pri dvoživkah med živalmi (Gregory, 2001a, b, 2005b), ter med protozojih 




Slika 1: Prikaz velikosti genomov, izraženih kot vrednost C pri različnih skupinah organizmov (Gregory, 
2005b). 
 
Dvoživke so skupina vretenčarjev, pri katerih je razpon velikosti genoma zelo velik. Še 
posebej je to izrazito pri repatih dvoživkah, katerih razpon velikosti genoma znaša od 14 pg 
pri Desmognathus wrighti do 120 pg pri Necturus lewisi in N. punctatus (Gregory, 2005b; 
Sessions, 2008; Herrick in Sclavi, 2014; Elliott in Gregory, 2015). V primerjavi z velikostjo 
človeškega genoma (3,5 pg) je povprečna velikost genoma repatih dvoživk (37 pg), torej 
deset krat večja. 
 
Proteus ali človeška ribica (Proteus anguinus Laurenti 1786) je vodna jamska repata 
dvoživka in endemit Dinarskega krasa. Njegov areal sega od severovzhodne Benečije 
(Venezia Giulia) v porečju reke Soče pri Trstu v Italiji, preko kraškega dela južne Slovenije, 
jugozahodnega dela Hrvaške, delov Bosne in Hercegovine, do Črne gore (Sket, 1997, 
Gorički in sod 2017). Njegova prisotnost v Makedoniji je vprašljiva (Gorički in sod., 2017). 
Sodi v družino močerilarjev (Proteideae), ki poleg rodu Proteus vključuje tudi rod Necturus. 
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Slednji je zastopan s petimi vrstami (https://animaldiversity.org, 2019), ki  naseljujejo 
površinske vode severovzhodne Amerike. Proteus je tudi edini evropski popolnoma jamski 
vretenčar. Na spletni strani Animal Genome Size Database (AGSD) 
(http://www.genomesize.com), ki jo je leta 2001 ustanovil T. R. Gregory so navedene 
vrednost C za proteus, ki so bile izmerjene v štirih neodvisnih raziskavah treh različnih 
avtorjev: Vialli (1957), Sexsmith (1968) in Olmo (1973, 1974). Glede na te podatke je 
povprečna velikost genoma ali vrednost C proteusa 49,4 pg (okvirno 47,9 Gb DNA). To je 
relativno veliko v primerjavi z ostalimi repatci, hkrati pa je za več kot polovico manj kot pri 
njegovem najbližjem sorodniku nekturu (120 pg) in 16-krat več kot pri človeku (Gregory, 
2019). 
 
S filogenetsko analizo kontrolnih regij mitohondrijske DNA proteusov iz različnih lokalitet 
vzdolž Dinarskega krasa, je bilo identificiranih šest domnevno samostojnih evolucijskih 
linij: Istra, južno obalna regija, Bosanska Krajina, Lika, jugozahodna Slovenija in 
jugovzhodna Slovenija (Gorički, 2006; Gorički in Trontelj, 2006), ki naj bi  ustrezale vrstam 
po evolucijskem konceptu. Z reproduktivno izolacijo različnih populacij se lahko razlike v 
velikosti genoma načeloma večajo in če to drži, bi lahko pričakovali večjo variabilnost med 
različnimi populacijami proteusa kot pa med osebki iste populacije. V naši nalogi nas je 
zanimalo, ali so krvne celice, izolirane iz src arhiviranih  proteusov v zbirki Oddelka za 
biologijo Biotehniške fakultete Univerza v Ljubljani, ustrezen material za merjenje velikosti 
genoma s slikovno citometrijo. V primeru, da je material uporaben, bi lahko primerjali 
velikosti genoma pri različnih populacijah proteusov. 
 
  
1.2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE  
 
Namen dela je bil, da s pomočjo slikovne citometrije izmerimo optično gostoto (IOG) v 
vzorcih krvnih celic, izoliranih iz arhiviranih osebkov proteusa in ugotovimo, ali je arhiviran 
material primeren za oceno velikosti genoma. Postopek fiksacije in način arhiviranja 
osebkov v arhivski zbirki je bil različen, prav tako so bili osebki v zbirki različno dolgo. Za 
oceno ustreznosti materiala smo meritve na vzorcih krvnih celic, izoliranih iz arhiviranih 
osebkov, primerjali z vzorci krvnih razmazov iz sveže krvi.  
 
Hipoteze: 
Krvni vzorci fiksiranih živali iz arhivske zbirke so ustrezen material za analizo in oceno 
velikosti genoma. 
 
Pri meritvah IOG ne bo razlik med vzorci fiksiranih osebkov in krvnimi razmazi sveže 
krvi.   
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2 PREGLED OBJAV 
Izraz genom je leta 1920 prvi uvedel Hans Winkler (Gregory, 2005b) in je zaobjemal  celoten 
set kromosomov in vse gene organizma. Desetletja kasneje, z razvojem raziskav strukture in 
funkcije genov ter kromosomov, pa so znanstveniki ugotovili, da celotnega seta 
kromosomov ni mogoče enačiti z vsemi geni (Gregory, 2001a). 
Leta 1948 so André Boivin in njegova študenta Roger in Colette Vendrely v raziskavi 
dokazali, da imajo vse somatske celice organizma enako količino DNA, jajčne ter spermalne 
celice pa le polovično količino (Gregory, 2005a). Kmalu za tem sta leta 1950 Mirsky in Ris 
ugotovila, da imajo različne vrste različno količino DNA. V raziskavi sta proučevala velikost 
genoma pri različnih živalskih vrstah in ugotovila, da imajo dvoživke v primerjavi s 
kokošmi, ki naj bi bile kompleksnejše grajene, kar 70-krat več DNA. Zmotno sta 
predvidevala, da to tudi pomeni več 70-krat več genov. S tem sta ugotovila, da kompleksnost 
živega bitja ne pomeni tudi večjo količino DNA (Mirsky in Ris, 1950). Danes vemo, da 
velikost genoma med različnimi evkarionti variira za skoraj 200 000-krat (Gregory, 2001b). 
Zaradi konstantne količine DNA v telesnih celicah istega organizma in polovične količine 
DNA v spolnih celicah, se je oblikovala ideja o veliko pomembnejši vlogi DNA, kot pa so 
jo sprva predvideli. Šele Alfred Hershey in Martha Chase (1952) sta v svojem znamenitem 
eksperimentu s pomočjo bakterofagov dokazala, da  se v gostiteljevo celico prenese DNA in 
ne proteini, s čimer sta potrdila, da je za prenos genetskega materiala pomembna prav 
molekula DNA (Hershey in Chase, 1952; Gregory, 2005b). 
 
2.1 PARADOKS VREDNOSTI C  
Izraz vrednost C (ang. C-value) za količino DNA v haploidnem jedru, je prvi uporabil 
Hewson Swift leta 1950 (Gregory, 2001b), ko je v svoji raziskavi meril količino DNA v 
različnih delih rastlin vrste Tradescantia paludosa in Zea mays. Ker v svojem raziskovalnem 
delu definicije vrednosti C ni razložil, je mnogo znanstvenikov napačno interpretiralo njen 
pomen. Leta 1975 pa je Swift pojasnil, da oznaka C označuje konstanto (constant) količino 
genoma (Bennett in Leitch, 2005). Ker so bile v Swiftovi raziskavi podane le relativne 
vrednosti DNA, je bila raziskava raziskovalcev Ogur in sodelavcev (1950) na rastlini Lilium 
longiflorium prva, ki je podala absolutne vrednosti o velikosti genoma v pikogramih (pg) 
(Ogur in sod., 1950; Gregory, 2005b). Izraz vrednost C se danes še vedno uporablja, in sicer 
je vrednost C količina podvojene DNA v haploidnem jedru (spolna celica) ali količina ne 
podvojene DNA v diploidnem jedru (telesna celica). Vrednost C je običajno izražena v 
pikogramih (pg), pri čemer je 1 pg približno 1 milijarda baznih parov DNA (0,978 Gb) 
(Bennett in sod., 2000). Z ugotovitvijo Mirskya in Risa (1950) v začetku petdesetih let, da 
imajo nekateri manj kompleksi organizmi večjo količino DNA, pa je nastal doslej 
nerazložljiv fenomen imenovan paradoks vrednosti C.  
Pojem paradoks vrednosti C je uvedel Thomas leta 1971, danes pa je bolj znan kot uganka 
vrednosti C (Gregory, 2001a, b). V prepričanju, da velikost genoma pomenijo tudi vsi geni 
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(Gregory, 2005a), so znanstveniki na začetku skušali ta pojav pripisati poliploidnosti pri 
osebkih z velikim genomom, vendar manjšo kompleksnostjo v zgradbi. Kmalu se je 
izkazalo, da to ne drži (Thomas, 1971).  
Z ugotovitvijo, da genom večinoma sestavlja nekodirajoča DNA, ki jo je David Comings 
leta 1972 definiral kot »junk DNA« (Gregory, 2005b), so se razvile teorije o mutacijskih 
pritiskih (ang. mutation pressure theories) (Pagel in Johnstone, 1992; Gregory, 2001b). Na 
podlagi teh ugotovitev je Ohno leta 1972 razvil teorijo o »junk DNA« (ang. junk DNA 
theory), s katero je razlagal, da je nekodirajoča DNA rezultat skozi daljše obdobje neuspešno 
spremenjene DNA. Čeprav v genomu res obstajajo geni, tako imenovani psevdogeni, ki so 
se s časom modificirali tako, da so postali neaktivni, je le-teh v genomu le majhen delež. In 
ravno razmerje med velikostjo genoma in količino aktivnih genov v zelo velikih genomih 
pri majhnih in primitivnih organizmih kaže na to, da Ohnova teorija ne drži (Gregory, 
2001b). Na splošno pa za teorijo o »junk DNA« velja, da če selekcijski pritiski na organizem 
ne delujejo, se vrednost C organizma tekom evolucije povečuje. To pomeni, da mutacijski 
pritisk deluje navzgor in s tem konstantno povečuje vrednost C, predvsem pri organizmih, 
ki imajo velike celice ali pa je delitev celic počasna in se DNA kopiči naključno (Pagel in 
Johnstone, 1992; Gregory, 2001b). Na drugi strani pa teorija sebičnega gena ne vključuje 
naključnosti kot teorija »junk DNK«, ampak bi naj bili evolucijski pritiski usmerjeni Prvo 
razlago teorije sebičnega gena (ang »selfish DNA theory«) je podal Östergren leta 1945, ki 
je zagovarjal obstoj nekodirajočega kromosoma B kot parazitskega elementa (Gregory, 
2001b). Leta 1980 je nastala bolj natančna razlaga sebičnega gena. To naj bi bili nekodirajoči 
geni, ki se širijo samostojno zato, da se kot takšni tudi obdržijo (Doolittle in Sapienza, 1980).   
 
Drugi sklop nastalih teorij je imel drugačen pristop razmišljanja. Gregory jih je poimenoval 
teorije optimalne DNA (ang. optimal DNA theories) (Gregory, 2001b). Sem sodi tudi jedrno-
skeletna teorija (ang. nucleoskeletal theory), katere avtor je Cavalier-Smith (1978). Ta 
zagovarja koevolucijo volumna jedra in velikosti genoma. Slednji se namreč kaže kot 
posledica selekcijskih pritiskov na volumen jedra (Cavalier-Smith, 1978; Gregory, 2001b). 
Bolj neposredno povezavo med velikostjo celice in velikostjo DNA pa je prvi predlagal 
Commoner (1964), ki jo je kasneje dopolnil še Bennett (1971). Predlagal je, da je količina 
DNA v korelaciji z vsemi celičnimi procesi in uvedel pojem nukleotip, ki je analog izrazu 
genotip in pomeni skupek vseh genov organizma. 
 
Nobena od navedenih teorij na enigmo vrednosti C ne odgovarja popolnoma. Za teorije z 
mutacijskimi pritiski ni nobenih zagotovil o stalnem kopičenju DNA, poleg tega 
predvidevajo, da celice ne morejo zavreči odvečne DNA, torej se velikost genoma teoretično 
samo povečuje. Teorije optimalne DNA pa ne pojasnjujejo zmanjšanje velikosti celic kot 
posledice zmanjševanje velikosti DNA (Gregory, 2001b). 
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Kar vemo do sedaj je, da kompleksnost organizma ni v korelaciji z velikostjo vrednosti C. 
Manj kompleksni organizmi z večjimi genomi imajo manj genov v primerjavi s človeškim 
genomom, saj njihovi genomi vsebujejo daljše introne in več mobilnih elementov 
(Charlesworth in Barton, 2004).  
 
2.2 VARIABILNOST GENOMA PRI REPATIH DVOŽIVKAH  
Dvoživke (Amphibia) imajo tri redove in eden izmen njih je tudi red repatih dvoživk 
(Urodela). Do danes je bilo opisanih 737 vrst repatih dvoživk, kar je 9 % vseh dvoživk na 
svetu (http://amphibiaweb.org, 2019). Red vključuje deset družin, med katerimi sta družini 
Plethodontidae (brezpljučarji) s 478 in Salamandridae (močeradi in pupki) s 120 vrstami 
najštevilčnejši (http://amphibiaweb.org, 2019). Na področju raziskovanja velikosti genoma 
so repate dvoživke ena izmed zanimivejših skupin, saj je razpon njihove velikosti genoma 
zelo velik. Ta sega od 14 pg do 120 pg (Gregory, 2005b, 2016; Sessions, 2008; Herrick in 
Sclavi, 2014). Med skupinami repatih dvoživk in vrstami znotraj družin pa je opaziti tudi 
veliko variabilnost v številu kromosomov. Ta ne predstavlja neposredne korelacije z 
velikostjo genoma, saj imajo nekatere skupine z večjimi genomi manj kromosomov, ti pa so 
daljši (Sessions, 2008).  
Čeprav se razlike v velikosti genoma med vretenčarji pogosto pojavljajo naključno in brez 
posebnih selekcijskih pritiskov, je variabilnost znotraj repatih dvoživk vse prej kot naključna 
(Sclavi in Herrick, 2016). Sclavi in Herrik (2016) sta v svoji raziskavi dokazala obratno 
sorazmerje med velikostjo genoma in vrstno pestrostjo ter ekološkimi faktorji. Izkazalo se 
je, da imajo starejši kladi repatih dvoživk manjše velikosti genoma, vendar večjo pestrost in 
geografsko razširjenost. Te ugotovitve podpirajo hipotezo o tem, da imajo družine repatih 
dvoživk z večjimi genomi bodisi manjšo pestrost ali pa imajo večjo možnost izumrtja, kot 
pa družine z manjšimi genomi (Vinogradov, 2004; Sclavi in Herrick, 2016). Herrick in 
Sclavi  (2016) sta v raziskavi podala zanimivo ugotovitev, da imajo genomi pri repatih 
dvoživkah, zelo nizko genetsko diferenciacijo in modifikacijo nukleotidnih in proteinskih 
zaporedij. V raziskavi, v kateri so proučevali gen rag1 pri nekaterih vrstah repatih 
dvoživkah, so dokazali, da poteče zelo malo mutacij in nukleotidnih substitucij (Herrick in 
Sclavi, 2014). V raziskavi, kjer so se Roth in sodelavci (1997) osredotočili na živčni sistem, 
so zaključili, da velikost genoma primarno vpliva na sekundarno poenostavitev živčnega 
sistema in posledično na ohranitev juvenilnih lastnosti živali. Danes obstajajo hipoteze, ki 
razlagajo poenostavitev in nepopolno diferenciacijo tkiv in organov pri repatih dvoživkah 
zaradi povečanja genoma predvsem na račun ponavljajočih sekvenc DNA (Horner in 
Macgregor, 1983).  
Kljub temu, da je bilo v zvezi z velikostjo genoma narejenih že veliko raziskav, je na tem 
področju še kar nekaj dela. Še vedno se namreč postavlja vprašanje, zakaj je ravno pri repatih 
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2.2.1 Velikost genoma pri proteusu  
Proteus ali človeška ribica (Proteus anguinus Laurenti 1786) je edini predstavnik rodu 
Proteus in edini popolnoma jamski vretenčar v Evropi. Zanimanje zanj se je začelo že v 17. 
stoletju z Janezem Vajkardom Valvazorjem (1689), ki je proteusa opisal kot zmajevega 
mladiča. Formalno ga je opisal Laurenti leta 1786 na osnovi primerka, ki naj bi bil najden v 
kraškem Cerkniškem jezeru (Sket, 2007). Tako je bil proteus prvi znanstveno opisan 
troglobiont in tudi eden izmed največjih.   
 
Za proteusa je značilno, da vse življenje ohrani nekatere morfološke lastnosti ličink, torej je 
neoteničen. Morfološki znaki ali troglomorfoze človeške ribice so v tesni povezavi z 
življenjem v podzemlju. Zaradi morfoloških podobnosti in hkrati zaradi morfometričnih 
razlik znotraj geografsko ločenih populacij je taksonomsko zelo zanimiv. Leta 1850 je 
Fritzinger človeško ribico na podlagi morfoloških razlik med osebki razdelil pod rodovnim 
imenom Hypochthon na sedem vrst: Hypochthon zoisii (Rupnica pri Stični), H. schreibersii 
(Vir pri Stični), H. freyeri (Kompoljska jama), H. haidingeri (Planinska jama v postojnsko-
planinskem jamskem sistemu – PPJS), H. laurenti (Črna jama v PPJS), H. xanthostictus 
(Beden – v povezavi s PPJS) in H. carrarae (Sinj v Dalmaciji) (Sket, 1997). Leta 1880 je 
Brusina tem vrstam dodal še vrsto Proteus croaticus (Otočac v Liki) (Sket, 1997; Kranjec, 
1981). Danes je splošno sprejeto, da obstajata dve podvrsti človeške ribice, Proteus anguinus 
anguinus Laurenti, 1768 in Proteus anguinus parkelj Sket in Arntzen, 1994. Na podlagi 
alocimskih raziskav in morfometrične analize skeleta (Sket 1994) in geografsko obširnejših 
analiz kontrolne regije mitohondrijske DNA (mtDNA) (Gorički, 2006) se je izkazalo, da 
populacije niso monofiletske. Gorički (2006) je v analizi zaporedij mtDNA ugotovila, da je 
vrsta sestavljena iz vsaj šestih ločenih kladov mitohodrijskih haplotipov, ki so določeni na 
podlagi geografskega območja Istre, Like in Gorskega Kotarja, Dalmacije in Hercegovine, 
Bosanske Krajine, jugozahodne Slovenije in jugovzhodne Slovenije (Gorički, 2006). 
 
Zaradi velike variabilnosti velikosti genoma pri repatcih, je proteus zanimiv tudi s tega 
vidika. V sklopu raziskav velikosti genoma različnih skupin dvoživk, sta Sexsmith (1968) 
in Olmo (1972) potrdila veliko variabilnost v velikosti genoma pri repatcih (Urodela). Pri 
raziskavah se je uporabila metoda barvanja jeder eritrocitov po Feulgenu s Schiffovim 
reagentom. Sexsmith je v svoji raziskavi iz leta 1968 podal velikost genoma za haploidno 
jedro proteusa (Proteus anguinus) 73,6 pg/N, ki je bil preračunan na podlagi absolutne 
vrednosti velikosti genoma pri leopardji žabi Rana pipiens (10,3 pg/N), pri čemer N pomeni 
nucleus ali jedro. Absolutno velikost genoma leopardje žabe je za primerjavo v svoji 
raziskavi leta 1973 uporabil tudi Olmo, leto dni kasneje (1974) pa je pri raziskavi za izračun 
uporabil absolutno vrednost velikosti genoma zelene žabe Rana esculenta (11,2 pg/N). 
Izračunana velikost genoma človeške ribice je znašala 96,8 pg/N. V podatkovni baz  AGSD 
(Gregory, 2019) so navedene naslednje vrednosti C pri proteusu: 48,84 pg (Sexsmith, 1968; 
8 
KOLAR D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019 
 
Olmo 1973), 48,40 pg (Olmo, 1974) in 51,50 pg (Vialli, 1967), vendar za zadnji podatek ni 
navedena uporabljena metoda analize (Preglednica 1). Pri črnem močerilu (P. anguinus 
parkelj Sket & Arntzen) velikost genoma še ni bila podana. 
 
Preglednica 1: Pregled objavljenih vrednosti C proteusa v bazi AGSD (Gregory, 2019).  
RBC – rdeče krvničke (red blood cells); MD – mikrodenzitometrija; NP – ni podatka. 
 
Vrednost C (pg) Metoda Tip celice Standard 
48,4 MD RBC Rana esculenta 
48,8 MD RBC Rana esculenta 
48,8 MD RBC Rana pipiens 
51,5 NP RBC Gallus domesticus 
 
 
2.4 VELIKOST CELIC V POVEZAVI Z VELIKOSTJO GENOMA  
Cavalier-Smith (1978) je v raziskavi primerjal velikost genoma različnih organizmov z 
volumnom istega tipa celice in potrdil korelacijo med velikostjo genoma in velikostjo celice. 
Neposredno povezavo med velikostjo DNA in velikostjo celice pa je predlagal Commoner 
(1964). Že v 80. letih so predpostavljali, da velikost genoma in posledično velikost celice 
signifikantno vplivata na metabolizem, število celic v organizmu, hitrost rasti in trajanje 
celičnega cikla, ki je daljše pri vrstah z večjim genomom (Sessions in Larson, 1987). 
Gregory (2001a, 2002) je potrdil korelacijo velikosti genoma z velikostjo celice, ni pa našel 
korelacije s hitrostjo celične delitve.  
 
Korelacijo med velikostjo genoma in velikostjo celic je najlažje razložiti pri poliploidnih 
organizmih, vendar ta pojav pri živalih ni zelo pogost (Gregory, 2001a). S primerjavami 
velikosti genoma pri različnih organizmih so ugotovili, da se korelacija zelo dobro izraža pri 
eritrocitih plazilcev in dvoživk ter nekaterih rib (Gregory, 2001a). 
 
Velikost genoma pri dvoživkah zelo variira, posledično so različne tudi velikosti eritrocitov, 
(Gregory, 2001a). Razlike v velikosti eritrocitov so očitne med brezrepci in repatimi 
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2.5 SLIKOVNA CITOMETRIJA 
 
Metode za merjenje količine jedrne DNA lahko razvrstimo na dve skupini, in sicer na 
fluorometrične in denzitometrične. Takšne metode temeljijo na kvantitativnem barvanju 
DNA in situ (Čurman, 2013). 
 
Najpogosteje uporabljeni metodi za oceno velikosti genoma oz. vrednosti C pri evkariontih 
sta flourometrična metoda pretočna citometrija ter denzitometrična metoda slikovna 
citometrija (Hare in Johnston, 2011). Razlike med metodama so tako fizikalne, kot tudi 
kemijske. S pretočno citometrijo merimo in analiziramo lastnosti posameznih celic, ki v 
suspenziji potujejo ena za drugo skozi pretočni citometer. Celice so osvetljene z ozkim 
snopom laserske svetlobe, kjer svetlobni žarek zadane ob celico, se odbije, lomi ali pa 
absorbira v fluorokromih, s katerimi predhodno celice obarvamo (Zharov, 2007). Pretočna 
citometrija je priročna, hitra metoda in se uporablja za oceno velikosti jedrskega genoma 
predvsem pri rastlinah, pri katerih se jedra celic barva s flurokromi kot je PI (Gardikas in 
Israels, 1948), vendar pa je pri repatcih zaradi težje optimizacije manj v uporabi.  
 
Slikovna citometrija je novejša je metoda, ki s pomočjo optične gostote obarvanih regij v 
jedru opisuje količino DNA. S prihodom računalnišhega sistema, je slikovna citometrija 
nadomestila predhodno mikrodenzitometrijo. Pri mikrodenzitometriji se je uporabljal 
spektrofotometer, nadomestil pa ga je računalniški sistem za analizo slike. Izvorna 
mikroskopska slika je zajeta preko digitalne ali video kamere (Vilhar in Dermastia, 2002). 
Računalniški sistem za vsako točko v jedru izračuna transmisijo in optično gostoto (Vilhar 
in Dermastia, 2002). Zaradi lastnosti Schiffovega reagenta, da se veže na aldehidni prosti 
vezi v DNA po odstanitvi purinskih baz adenina in gvanina, temelji slikovna citometrija po 
Feulgnu na predpostavki, da je količina vezanega barvila neposredno sorazmerna s količino 
DNA. Rezultat meritev slikovne citometrije je frekvenčna razporeditev IOG. Frekvenčna 
razporeditev je grafično prikazana z enim vrhom, ki predstavlja vrednost 2C (Feulgen in 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 OSEBKI IZ ARHIVSKE ZBIRKE 
Za vzorčenje krvnih celic iz srca smo uporabili 68 osebkov proteusov (Proteus anguinus) iz 
arhivske zbirke Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. V vzorcu 
smo imeli osebke obeh podvrst P. anguinus iz 13 različnih lokalitet in treh različnih skupin 
haplotipov (Preglednica 2). Največ osebkov je bilo iz Planinske jame, JZ Slovenija 
(Preglednica 2). Kot standard smo uporabili krvne vzorce arhiviranih pisanih nekturov 
(Necturus maculosus). Nekturi so bili uvoženi iz Združenih držav Amerike preko podjetja 
Carolina Biological Supply Company, Severna Karolina. 
 
Za kontrolo smo uporabili krvne razmaze iz sveže krvi štirih osebkov proteusov iz arhiva 
vzorcev skupine za Funkcionalno morfologijo vretenčarjev Oddelka za biologijo 
(Preglednica 2). Krvni razmazi so bili fiksirani v 100 % metanolu in shranjeni pri 4 ˚C.  
 
V analizo smo vključili tudi 61 preliminarnih meritev (od tega 7 kontrolnih vzorcev) 
integrirane optične gostote 30 osebkov iz leta 2016 (Hana Vokač, v okviru izbirnega 
predmeta Projektno delo). Standard so bili krvni razmazi nektura, pripravljeni iz sveže krvi 
in fiksirani z metanolom, ki smo jih pridobili iz laboratorija dr. S. Sessionsa, Hartwick 
College NY (ZDA).  
 
Proteusi iz arhivske zbirke so bili fiksirani in arhivirani med leti 1967 in 2015. Način 
fiksacije je bil dokumentiran le pri nekaterih živalih (Preglednica 2). Živali so bile fiksirane 
in arhivirane na sledeči način: 
- v 70 % oz. 75 % etanolu (osebki z oznako GR179, GR181, JE18 in PL203 JE6, JE7, 
JE8),  
- v 10 % formaldehidu v fosfatnem  pufru in shranjeni v 70 % etanolu (osebki z oznako 
PL199 in PL202 ).  
 
Osebki nektura so bili fiksirani v letih od 1999 do 2005 v 10 % formaldehidu v fosfatnem  
pufru in shranjeni v 70 % etanolu. 
 
Proteusom, ki so bili v predelu gonad odprti, smo določili spol, vsem pa smo izmerili 
naslednje dolžine (Preglednica 2): 
• celotno telesno dolžino od konice gobca do konice repa (TOL) 
• dolžino od konice gobca do začetka kloake (SVL) 
• dolžino repa od konca zadnjih nog do konice repa (TL) 
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Meritve smo izvedli tako, da smo žival raztegnili po milimetrskem papirju. Meritve smo 
merili na 0,5 mm natančno. Razpon celotne telesne dolžine je bil od 12,2 cm, (PO41) do 
30,5 cm (VI161) (Preglednica 2) Šestnajst osebkov je bilo ženskega spola in 36 moškega 
spola (Preglednica 2). 
 
3.2 VZORČENJE KRVNIH CELIC IZ SRCA 
 
Fiksirane osebke smo odprli v predelu srca, s skalpelom zarezali v ventrikel in s pomočjo 
pipete, v kateri je bil 70 % etanol, posesali krvne celice, jih nanesli na objektno steklo in 
posušili na zraku (po metodi Sessions in Larson, 1987).  
Izsušitev osebkov smo preprečili s papirnato brisačko prepojeno s 70 % etanolom, s katero 
smo pokrili žival. Med delom smo preparate pregledovali s svetlobnim mikroskopom in 
preverjali uporabnost vzorca. V primeru, da zgoraj opisan postopek ni bil uspešen, smo 
odrezali košček ventrikla in ga na objektnem stekelcu s stekleno palčko previdno zmečkali. 
Pri tem smo pazili, da celic nismo poškodovali. Slabost te metode je, da je na objektnem 
stekelcu preveč vezivnega tkiva, ki zakriva krvne celice. 
Naredili smo 2 do 4 preparate krvnih celic na osebek, skupno 205 preparatov za P. anguinus 
in 7 preparatov za N. maculosus.  
 
Preglednica 1: Seznam vzorčenih živali obeh podvrst P. anguinus s podano evidenčno številko živali, lokaliteto 
in haplotipom (povzeto po Gorički 2006), letom fiksacije, načinom fiksacije, spolom in telesnimi merami.  
M − moški spol; NP – ni poznano; SVL − dolžina od konice gobca do začetka v cm; TL − dolžina repa od 
konca zadnjih nog do konice; TOL − celotna telesna dolžina od konice gobca do konice repa v cm; Ž − ženski 
spol. 













Suvaja pećina, Lušci 
polje, Sanski most, 
BiH 
1991 NP M 232 145 84 
BU222 Južna obalna 
regija 
Butina, Vrgorac, HR 1986 NP Ž 210 125 80 
VJ20 Južna obalna 
regija 
Vjetrenica, Zavala, 
Popovo polje, BIH 
2003 NP 
 
180 131 53 
VR191 Južna obalna 
regija 
Vrelo Stuba, Vedrine, 
Trilj, HR 
1997 NP M 192 130 50 
GR179 JV Slovenija Grčarske ravne, 
Ribnica 
2005 70% EtOH M 240 190 55 
GR181 JV Slovenija Grčarske ravne, 
Ribnica 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam vzorčenih živali obeh podvrst P. anguinus s podano evidenčno številko 
živali, lokaliteto in haplotipom (povzeto po Gorički 2006), letom fiksacije, načinom fiksacije, spolom in 
telesnimi merami.  
M − moški spol; NP – ni poznano; SVL − dolžina od konice gobca do začetka v cm; TL − dolžina repa od 
konca zadnjih nog do konice; TOL − celotna telesna dolžina od konice gobca do konice repa v cm; Ž − ženski 
spol. 










JE6 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 1997 75% EtOH  148 97 37 
JE7 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 1997 75% EtOH  210 150 55 
JE8 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 1997 75% EtOH M 215 152 59 
JE16 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 1994 NP 
 
255 190 60 
JE17 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 1991 NP 
 
240 180 55 
JE18 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 2015 70% EtOH 
 
203 145 70 
JE34 JV Slovenija Jelševnik, Črnomelj 2002 NP 
 
240 180 55 
LD221 JV Slovenija Luški dol, Struga v 
polju, Luče, 
Grosuplje 
1995 NP Ž 165 109 50 
LU109 JV Slovenija Luknja, izvir 
Prečno, Novo mesto 
1991 NP Ž 248 163 80 
LU229 JV Slovenija Luknja, izvir 
Prečno, Novo mesto 
1991 NP M 249 154 90 
RU49 JV Slovenija Rupnica, izvir pri 
Stični 
1974 NP Ž 295 202 90 
VI161 JV Slovenija Vir pri Stični, 
Stična 
1994 NP M 305 210 90 
VI22 JV Slovenija Vir pri Stični, 
Stična 
1974 NP Ž 230 183 45 
VI72 JV Slovenija Vir pri Stični, 
Stična 
1967 NP M 269 190 75 
VI73 JV Slovenija Vir pri Stični, 
Stična 
1967 NP Ž 282 200 77 
PL1 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 280 200 740 
PL3 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 280 158 116 
PL4 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP Ž 237 145 90 
PL5 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1975 NP M 225 156 60 
PL6 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam vzorčenih živali obeh podvrst P. anguinus s podano evidenčno številko 
živali, lokaliteto in haplotipom (povzeto po Gorički 2006), letom fiksacije, načinom fiksacije, spolom in 
telesnimi merami.  
M − moški spol; NP – ni poznano; SVL − dolžina od konice gobca do začetka v cm; TL − dolžina repa od 
konca zadnjih nog do konice; TOL − celotna telesna dolžina od konice gobca do konice repa v cm; Ž − ženski 
spol. 
 










PL7 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 212 147 55 
PL8 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP Ž 235 162 65 
PL9 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 265 190 70 
PL12 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 208 143 55 
PL13 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 222 125 90 
PL14 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 210 147 55 
PL15 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP Ž 233 135 90 
PL16 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 197 132 60 
PL17 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 220 150 63 
PL19 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1976 NP M 192 130 50 
PL27 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP Ž 290 205 80 
PL29 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1974 NP M 220 150 67 
PL30 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP M 215 150 60 
PL32 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP M 205 142 60 
PL33 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP M 210 148 55 
PL34 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP Ž 235 163 70 
PL35 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP M 215 148 64 
PL38 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP M 210 147 63 
PL39 JZ Slovenija Planinska jama, 
Planina 
1972 NP M 157 111 42 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam vzorčenih živali obeh podvrst P. anguinus s podano evidenčno številko 
živali, lokaliteto in haplotipom (povzeto po Gorički 2006), letom fiksacije, načinom fiksacije, spolom in 
telesnimi merami.  
M − moški spol; NP – ni poznano; SVL − dolžina od konice gobca do začetka v cm; TL − dolžina repa od 
konca zadnjih nog do konice; TOL − celotna telesna dolžina od konice gobca do konice repa v cm; Ž − ženski 
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PL56 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1968 NP  210 140 65 
PL61 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1968 NP Ž 235 162 70 
PL62 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1968 NP M 205 135 65 
PL63 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1968 NP M 220 147 70 
PL66 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1975 NP 
 
210 144 55 
PL67 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1975 NP Ž 210 150 55 
PL68 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1975 NP 
 
200 140 55 
PL69 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1975 NP Ž 190 132 55 
PL116 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1976 NP 
 
240 170 66 
PL117 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP Ž 240 165 70 
PL119 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1976 NP 
 
238 165 70 
PL120 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP M 220 152 75 
PL121 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP Ž 220 150 65 
PL122 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP Ž 210 142 65 
PL123 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP M 203 139 63 
PL125 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP M 230 160 65 
PL126 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 1980 NP M 205 140 60 
PL199 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 2014 formaldehid 
in shranjen 
v 70 % 
EtOH 
Ž 230 155 70 
PL202 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 2015 formaldehid 
shranjen v 
70 % EtOH 
M 235 145 82 
PL203 JZ Slovenija Planinska jama, Planina 2015 70 % EtOH M 239 170 59 
PO42 JZ Slovenija Potok iz jame Fužine, 
Stara vas, Postojna 
1975 NP M 122 90 30 
VE64 JZ Slovenija Veliko okence, Verd, 
Vrhnika 
1977 NP M 189 128 59 
NE 1−7 ZDA Severna Karolina 1999 − 
2005 
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3.3 BARVANJE PO FEULGENU S SCHIFFOVIM REAGENTOM 
Jedra krvnih celic smo pobarvali po Feulgenu s Schiffovim reagentom, ki je specifično 
barvilo za barvanje DNA. Barvanje je potekalo po postopku prirejenem po Dolenc Koce in 




Slika 2: Shematski prikaz postopka barvanja po Feulgenu s Schiffovim reagentom. 
 
 
Barvanje preparatov smo izvedli v sedmih ločenih serijah. Pripravljen Shiffov reagent smo 
do uporabe hranili pri 4 ˚C v temi. Pred uporabo smo ga ogreli na sobno temperaturo. Po 

































1.) 5M HCl, 60 min, 20 °C Hidroliza DNA
2.) Hladna H2O, 5 min Ustavimo hidrolizo
3.) Schiffov reagent, 90 min, 20 °C





5.) 70 % etanol, 1 min 
90 % etanol, 1 min 
100 % etanol, 1 min 
Dehidracija
6.)  ksilen, 2 x 5 min
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Priprava Schiffovega reagenta 
 
1. dan: 
• 4 g pararosanilin klorida raztopimo v 800 ml vrele destilirane vode, 
• premešamo in pustimo, da se raztopina ohladi na 50 °C. 
• Raztopino vakumsko prefiltriramo preko dveh filtrov iz steklenih vlaken 
(Microfibre filters, Whatman GF/C). 
• Filtratu dodamo 120 ml 1M HCl in 12g kalijevega metabisulfita (K2S2O5) 
(Fisons, VB). 
• Raztopino pustimo čez noč v temi na sobni temperaturi. 
 
2. dan: 
• Raztopini dodamo 4 g aktivnega oglja za razbarvanje in premešamo. 
• Raztopino vakuumsko prefiltriramo preko dveh filtrov iz steklenih vlaken v suho 
steklenico. Filtrat mora biti prozorne barve.  
• Raztopino hranimo v hladilniku pri 4 °C in zaščiteno pred svetlobo do 1 leta. 
 
Barvanje je potekalo v 200 ml steklenih kadičkah v vodni kopeli pri temperaturi 20 °C. V 
eni kadički smo barvali sočasno 19 vzorcev, vključno z vzorcem nektura, ki je  bil dodan v 
vsako serijo barvanja kot standard. Za posamezen osebek smo pobarvali po dva narejena 
preparata. 
 
Najprej smo izbrane vzorce v kadički hidrolizirali s 5M HCl, 60 min v vodni kopeli pri 20 
°C.  Hidroliza odstrani purinski bazi adenin in gvanin v DNA in omogoča vezavo 
Schiffovega reagenta na aldehidni skupini (Feulgen in Rossenbeck, 1923; Hardie in sod., 
2002).  
 
Raztopino 5M HCl smo pripravili iz koncentrirane 37 % HCl. Za 1 L 5M HCl smo uporabili: 
• 410 ml 37% HCl  
• 590 ml dH2O. 
 
 
Po hidrolizi smo vzorce 5 min spirali v destilirani vodi v ledeni kopeli. Sledilo je barvanje s 
Schiffovim reagentom, 90 min v vodni kopeli pri 20 °C. Ker je reagent občutljiv na svetlobo, 
smo vzorce z alu-folijo zaščitili pred svetlobo. 
 
Sledilo je spiranje s sveže pripravljeno žveplovo vodo (SO2 – voda). Spiranje je potekalo v 
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Priprava žveplove vode (SO2 – voda): 
• V 495 ml destilirane vode dodamo 5 ml 1M HCl. 
• Raztopini dodamo 2,5 g K2S2O5. 
 
Spiranju z žveplovo vodo je sledila dehidracija v naraščajoči alkoholni vrsti (70 % 90 % in 
100 % etanolu), v vsakem po 1 min in bistrenje v ksilenu (2 krat po 5 min). Sledilo je 
prekrivanje s sintetično smolo Pertex® (Medite Medizitechnik, Nemčija) in krovnim 
steklom.  
 
Pobarvane vzorce smo pregledali s svetlobnim mikroskopom in preverili uspešnost barvanja. 
Nekateri vzorci se niso pobarvali. Če so pripadali osebkom iz druge lokacije kot Planinska 
jama, smo ponovili barvanje preparatov v novi seriji barvanja.  
 
 
3.4 MERJENJE VELIKOSTI GENOMA S SLIKOVNO CITOMETRIJO 
 
Velikost genoma smo merili z metodo slikovne citometrije kot integrirano optično gostoto v 
jedrih rdečih krvničk barvanih po Feulgenu (Vilhar in sod., 2001). Preparate smo analizirali 
s svetlobnim mikroskopom Axioskop 2 MOT (Zeiss) z nameščeno monokromatsko CCD 
video kamero (Sony DXC-950P). S pomočjo programskega paketa KS400 (Carl Zeiss 
Vision) smo analizirali zajeto sliko obarvanih jeder rdečih krvničk (RBC) in izmerili IOG.  
 
Na začetku vsakega merjenja smo prižgali CCD kamero in luč na mikroskopu ter ju pustili 
prižgano 60 min, da sta se kamera in luč segreli in stabilizirali. Sledila je nastavitev osvetlitve 
in popravek senčenja, ter denzitometrična kalibracija s pomočjo nevtralnih sivih filtrov s 79, 
70, 63, 50, 20 in 5 % transmisijo. Pri tem smo se držali navodil iz makro podprogramov v 
programskem paketu KS400 (DNA_IOD1.mcr, DNA_IOD2.mcr in DNA_IOD3.mcr).  
 
IOG smo izmerili pri okoli 100 jedrih rdečih krvničk na posamezno žival, za standard pa 
nam je služil obarvan preparat nektura iz iste serije barvanja. Pri meritvah smo se držali 
nekaj kriterijev, in sicer: obarvana jedra rdečih krvničk so morala biti nepoškodovana, jedro 
je moralo biti ovalne oblike, med sabo se jedra niso smela prekrivati ali dotikati. Po vsakem 
merjenju preparata je program izdelal graf kumulativne frekvence IOG. Naše meritve so bile 
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Slika 3: Graf kumulatine vrednosti IOG merjenih jeder.  
 
3.5 RAČUNANJE VELIKOSTI GENOMA  
 
Izmerjene vrednosti IOG smo statistično obdelali v programu Excel 2016 (Microsoft). 
Podatke o IOG smo razvrstili po velikosti in izločili 5 % vseh zgornjih in spodnjih  vrednosti. 
S tem smo izločili prevelika odstopanja meritev in napake, ki so lahko nastale med  
postopkom barvanja preparatov (Hardie in sod., 2002). Za vsak izmerjeni preparat smo 
izračunali srednjo vrednost IOG in standardni odklon ter koeficient variabilnosti (KV). 
Vzorci s KV večjim od 10 % niso bili uporabni za oceno velikosti genoma. Že KV večji od 
6% naj ne bi bil sprejemljiv, saj kaže na napako zaradi barvanja in meritve ter drugih manjših 
dejavnikov (Vilhar in sod., 2001; Hardie in sod., 2002). Zaradi pomanjkanja podatkov smo 
se odločili, da uporabimo tudi meritve z večjim KV. Vrednost C smo računali po formuli 
(1).  
 
          Cv = Cs × (
IOGv
IOGs
)                                                                                             … (1)                   
                                                                                                                                                              
 
Pri čemer je Cv = vrednost C izbranega vzorca (pg), Cs = vrednost C standarda (pg), IOGv 
= srednja vrednost IOG vzorca in IOGS = srednja vrednost IOG standarda. Za standard smo 
uporabili vzorce nektura. Podatke o povprečni velikosti njegovega genoma smo dobili v bazi 
19 
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AGSD, kjer je podanih 7 različnih vrednosti C (Gregory, 2019), povprečna vrednost C pa 
znaša 85,96 pg. Vrednost C podana v bazi je velikost nepodvojenega haploidnega jedrnega 
genoma, zato po preračunu iz IOG vrednosti dobimo velikost haploidnega genoma proteusa, 
čeprav v meritvi uporabljamo diploidne celice. 
 
3.6 MERJENJE VELIKOSTI CELIC IN NJIHOVIH JEDER 
 
Obarvane vzorce smo pregledali pod svetlobnim mikroskopom (Axioskop, Zeiss) 
opremljenim s kamero Leica (DFC290 HD) in programom LAS V 4.0 (Leica Application 
Suite). Slike jeder rdečih krvničk smo zajeli pri 100-kratni povečavi. 
 
Za analizo velikosti rdečih krvničk in njihovih jeder smo uporabili program ImageJ 1.49, ki 
je prosto dostopen na spletni strani: https://imagej.nih.gov/ij/index.html (4.2.2019). Slike 
smo umerili z označitvijo merila z orodjem ravne črte in funkcijo Analyze - Set scale. Pod 
Known distance smo zapisali, koliko μm znaša merilo na posnetku. Ob vključitvi možnosti 
Global, je ista kalibracija veljala za vse posnetke. 
 
Z orodjem ravne črte smo merili vzdolžno in prečno os celice ter vzdolžno in prečno os jedra 
RBC (slika 4). Pri tem smo pazili, da je bila vzdolžna os celice in jedra najdaljša možna, 




Slika 4: Shematski prikaz rdeče krvničke z jedrom. Črki A / a označujeta vzdolžno os celice / jedra, črki B / b 
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3.7 RAČUNANJE POVRŠINE CELICE IN JEDRA 
 
Izmerjene podatke dolžin in širin jedra ter celic smo statistično obdelali v programu Excel, 
MS Office 2016. Ker so rdeče krvničke in njihova jedra ovalna, smo njihovo površino 
izračunali po formuli za površino elipse ter delili s 4 (ker smo merili premere). Enako 
formulo smo uporabili tudi za površino jedra RBC (Glej formulo 2). 
 
 
𝑃𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 (µ𝑚ˆ2) = 𝐴 ∗ 𝐵 ∗ 𝜋/4                                                   … (2) 
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4.1 IZOLACIJA KRVNIH CELIC IN BARVANJE PO FEULGENU  
Krvne celice smo vzorčili iz ventrikla srca pri 68 arhivskih osebkih proteusa (Proteus 
anguinus) in 7 arhivskih osebkih pisanih nekturov (Necturus maculosus). Za vsak osebek 
smo naredili najmanj 2 vzorca. V mnogih primerih so bile izolirane krvne celice med sabo 
sprijete, ali pa smo izolirali le nekaj krvnih celic.  
 
Osebki iz arhiva so bili fiksirani med leti 1967 in 2015, od tega je bilo največ uporabljenih 
osebkov fiksiranih leta 1976 (N=16). Način fiksacije je bil dokumentiran le pri nekaterih 
živalih, in sicer v 70 % etanolu so bili fiksirani osebki z oznakami GR179,  GR181, JE18 in 
PL203, v 75 % etanolu pa osebki z oznakami JE6, JE7 in JE8 (preglednica 2). Osebki nektura 
so bili fiksirani v 10 % formaldehidu v fosfatnem  pufru in shranjeni v 70 % etanolu 
(preglednica 2).  
 
Jedra krvnih celic smo pobarvali po Feulgenu s Schiffovim reagentom, prirejeno po Dolenc 
Koce in sod. (2003). Barvanje je potekalo v vodni kopeli pri 20°C, s čimer smo omogočili 
iste pogoje barvanja vzorcev v vseh posameznih serijah, saj vse serije niso potekale na isti 
dan. Barvanje smo izvedli v sedmih ločenih serijah (od A do F), od tega smo v seriji E 
ponovili barvanje nekaterih predhodno neuspešno barvanih vzorcev, ki so se ponovno 
neuspešno pobarvali (Preglednica 3). V vsako serijo barvanja smo vključili 19 vzorcev, od 
tega po dva vzorca na osebek vključno z vzorcem nekturove krvi za standard. V seriji Č in 
E je bilo barvanje jeder v celoti neuspešno, z izjemo vzorcev nekturove krvi. Vzorci v tej 
seriji barvanja so bili od osebkov iz stare arhivske zbirke, način fiksacije in arhiviranja pa ni 
bil zabeležen.  
 
Od skupno 126 barvanih vzorcev smo uspešno pobarvali 54 vzorcev proteusove krvi 
tridesetih različnih osebkov, vključno s 4 preparati krvnih razmazov sveže krvi ter vsemi 
kontrolnimi vzorci nekturove krvi. Uspešno pobarvani vzorci so večinoma pripadali 
osebkom, ki so bili v zbirki od leta 1991 dalje. Vzorci 24 osebkov, ki so arhivirani med leti 
1967 in 1980 so bili večinoma neuspešno pobarvani. 
 
4.2 INTEGRIRANA OPTIČNA GOSTOTA IN VREDNOST C  
Integrirano optično gostoto smo izmerili pri 30 različnih osebkih iz 9 različnih lokalitet, ki 
pripadajo trem haplotipom po Gorički (2006) (Preglednica 3). Izmerjenih je bilo minimalno 
96 različnih jeder rdečih krvničk na osebek, z izjemo dveh osebkov. V analizo smo vključili 
tudi 61 meritev IOG iz preliminarne meritve (od tega 7 kontrolnih vzorcev) v letu 2016, ki 
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so bile narejene na 30 osebkih, od tega so bili 4 osebki isti, kot v naših vzorcih (Preglednica 
3).  
Izmerjene IOG vrednosti znotraj posameznih vzorcev so bile večinoma zelo variabilne. IOG 
vrednostim posameznih vzorcev smo odšteli 5% zgornje in spodnje meje (Hardie in sod., 
2002) in za vsak posamezen vzorec izračunali povprečno IOG, standardno deviacijo (SD), 
koeficient variabilnosti (KV) in vrednost C (Preglednica 3). Pri 19 osebkih je bil koeficient 
variabilnosti večji od 10. 
Izračunane vrednosti C so zelo variabilne in znašajo od 6,62 do 87,94 pg (Preglednica 3). 
Nižje vrednosti C so večinoma pripadale osebkom, ki so v arhivski zbirki od leta 1975 do 
1994, prav tako pa ni bil poznan njihov način fiksacije. Pri upoštevanju koeficienta 
variabilnosti IOG je 38 od 57 različnih osebkov imelo KV pod ali okoli 10 %, njihov razpon 
vrednosti C pa se je gibal med 7,30 in 87,94 pg (Preglednica 4), torej razpon vrednosti C ni 
dosti drugačen kot v primeru, če KV ne upoštevamo.  
Nerealno nizke vrednosti C, ki popolnoma odstopajo od podatkov v AGSD, so odraz 
nepravilne fiksacije in arhiviranja osebkov. Če iz analize izključimo vse vrednosti C nižje 
od 30 pg, saj gre očitno za artefakt zaradi fiksacije osebkov v arhivski zbirki, je razpon 
vrednosti C od 33,82 do 55,79 pg za belo podvrsto proteusa (P. anguinus anguinus, 21 
osebkov), s povprečno vrednost C 43,54 pg, s čimer se približamo objavljenim podatkov v 
AGSD. Za črno podvrsto proteusa (P. anguinus parkelj, 9 osebkov) je razpon vrednosti C 
od 38,54 do 87,94 pg oz. povprečna vrednost 57,65 pg. 
 
Preglednica 2: Podatki o preparatih, uporabljenih za meritve integrirane optične gostote (IOG v 
arbitrarnih enotah) pri P. anguinus anguinus in P. anguinus parkelj ter pri nekturu (Necturus 
maculosus), vključno z meritvami iz leta 2016. Podani so tudi standardna deviacija (SD), koeficient 
variabilnost IOG (KV) in vrednosti C v pikogramih (pg). Z zvezdico so označeni osebki, pri katerih 
so bili narejeni krvni razmazi iz sveže krvi. Prikazane so tudi serije barvanj po Feulegnu, leto 













SD  KV 
(%) 
C (pg) 
PO42 1975 JZ Slovenija 1 A 1.2.2018 94 225,68 27,89 12,4 9,96 
PO42 1975 JZ Slovenija 2 A 1.2.2019 106 238,03 29,53 12,4 9,21 
PL9 1976 JZ Slovenija 1 A 1.2.2018 134 240,45 12,87 5,4 10,61 
PL9 1976 JZ Slovenija 2 A 1.2.2018 90 235,14 18,16 7,7 10,37 
PL116 1976 JZ Slovenija 1 A 1.2.2018 94 242,14 41,62 17,2 10,68 
PL116 1976 JZ Slovenija 2 A 1.2.2018 92 245,39 29,69 12,1 10,83 
VJ20 2003 Južno obalna 
regija 
1 A 1.2.2018 62 1226,71 312,63 25,5 54,11 
VJ20 2003 Južno obalna 
regija 
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Nadaljevanje preglednice 3: Prikaz vseh meritev integrirane optične gostote (IOG) pri P. anguinus 
anguinus in P. anguinus parkelj ter pri nekturu (Necturus maculosus), vključno z meritvami iz leta 
2016. Podani so tudi koeficienti variabilnosti IOG (KV) in standardna deviacija (SD) ter izračunane 
vrednosti C v pikogramih (pg). Z zvezdico so označeni osebki pri katerih so bili narejeni krvni 
razmazi iz sveže krvi. Prikazane so tudi serije barvanj po Feulgenu, leto arhiviranja osebkov in 

















VR191 1997 Južno obalna 
regija 
1 A 1.2.2018 99 1264,62 235,68 18,6 55,79 
VR191 1997 Južno obalna 
regija 
2 A 1.2.2018 94 1170,16 212,01 18,1 51,62 
NE1  ZDA 1 A 1.2.2018 90 1850,31 327,43 17,7  
NE1* 
 
ZDA 1 A 1.2.2018 46 2046,76 313,97 15,3 
 
GR181 2005  JV Slovenija 1 B 1.2.2018 91 1095,39 240,4 21,9 42,39 
PL1 1976 JZ Slovenija 1 B 1.2.2018 92 188,65 12,48 6,6 7,3 
PL4 1976 JZ Slovenija 1 B 1.2.2018 97 215,15 11,79 5,5 8,33 
PL4 1976 JZ Slovenija 2 B 1.2.2018 111 209,92 11,3 5,4 8,12 
PL15 1976 JZ Slovenija 1 B 1.2.2018 98 210,17 13,01 6,2 8,13 
PL15 1976 JZ Slovenija 2 B 1.2.2018 93 212,95 19,21 9 8,24 
VI161 1994 JZ Slovenija 2 B 1.2.2018 62 289,58 34,28 11,8 11,21 
VI161 1994 JZ Slovenija 3 B 1.2.2018 65 338,98 89,01 26,3 13,12 
NE2 
 
ZDA 2 B 1.2.2018 97 2221,35 448,12 20,2 
 
GR179 2005 JV Slovenija 1 C 7.3.2018 95 751,91 157,48 20,9 31,55 
JE16 1994 JV Slovenija 1 C 7.3.2018 96 1048,31 144,8 13,8 43,99 
JE16 1994 JV Slovenija 2 C 7.3.2018 98 971,91 173,16 17,8 40,78 
PL3 1976 JZ Slovenija 2 C 7.3.2018 103 197,15 12,6 6,4 8,27 
PL16 1976 JZ Slovenija 1 C 7.3.2018 92 222,95 13,09 5,9 9,35 
PL16 1976 JZ Slovenija 2 C 7.3.2018 90 225,78 14,38 6,4 9,47 
PL17 1976 JZ Slovenija 1 C 7.3.2018 93 429,2 11,12 2,6 18,01 
PL17 1976 JZ Slovenija 2 C 7.3.2018 90 200,76 9,62 4,8 8,42 
PL119 1976 JZ Slovenija 1 C 7.3.2018 92 210,89 11,39 5,4 8,85 
NE3 
 
ZDA 3 C 7.3.2018 93 2084,59 398,39 19,1 
 
LD221 1995 JV Slovenija 2 D 9.3.2018 57 850,33 127,59 15 33 
PL67 1975 JZ Slovenija 1 D 9.3.2018 108 307,05 15,98 5,2 11,92 
PL67 1975 JZ Slovenija 2 D 9.3.2018 95 295,67 14,49 4,9 11,48 
PL69 1975 JZ Slovenija 1 D 9.3.2018 92 309,09 10,76 3,5 12 
PL122 1980 JZ Slovenija 1 D 9.3.2018 99 170,61 22,89 13,4 6,62 
PL122 1980 JZ Slovenija 2 D 9.3.2018 91 223,19 22,58 10,1 8,66 
PL123 1980 JZ Slovenija 2 D 9.3.2018 92 234,55 8,99 3,8 9,1 
PL125 1980 JZ Slovenija 2 D 9.3.2018 91 251,32 16,47 6,6 9,75 
PL126 1980 JZ Slovenija 2 D 9.3.2018 93 239,79 13,63 5,7 9,31 
NE5 
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Nadaljevanje preglednice 4: Prikaz vseh meritev integrirane optične gostote (IOG) pri P. anguinus 
anguinus in P. anguinus parkelj ter pri nekturu (Necturus maculosus), vključno z meritvami iz leta 
2016. Podani so tudi koeficienti variabilnosti IOG (KV) in standardna deviacija (SD) ter izračunane 
vrednosti C v pikogramih (pg). Z zvezdico so označeni osebki pri katerih so bili narejeni krvni 
razmazi iz sveže krvi. Prikazane so tudi serije barvanj po Feulgenu, leto arhiviranja osebkov in 













SD  KV 
(%) 
C (pg) 
JE7 1997 JV Slovenija 1 F 1.6.2018 91 454 45,62 10 20,22 
JE8 1997  JV Slovenija 1 F 1.6.2018 97 497,32 47,28 9,5 22,15 
JE8 19970 JV Slovenija 2 F 1.6.2018 130 511,65 186,39 36,4 22,79 
JE18* 2015 JV Slovenija 1 F 1.6.2018 112 1558,52 76,39 4,9 69,41 
JE18 2015 JV Slovenija 1 F 1.6.2018 91 894,88 180,83 20,2 39,85 
JE18 2015 JV Slovenija 2 F 1.6.2018 92 627,24 156,33 24,9 27,93 
PL199* 2014 JZ Slovenija 1 F 1.6.2018 110 1303,93 161,36 12,4 58,07 
PL199 2014 JZ Slovenija 1 F 1.6.2018 102 1158,54 97,94 8,5 51,6 
PL199 2014 JZ Slovenija 2 F 1.6.2018 100 1119,1 104,36 9,3 49,84 
PL202* 2015 JZ Slovenija 3 F 1.6.2018 99 1504,03 182,93 12,2 66,98 
PL202 2015 JZ Slovenija 1 F 1.6.2018 91 1281,59 183,59 14,3 57,08 
PL202 2015 JZ Slovenija 2 F 1.6.2018 91 939,75 221,76 23,6 41,85 
PL203* 2015  JZ Slovenija 4 F 1.6.2018 111 1674,12 108,79 6,5 74,56 
PL203 2015  JZ Slovenija 1 F 1.6.2018 117 946,15 204,29 21,6 42,14 
PL203 2015  JZ Slovenija 2 F 1.6.2018 91 807,49 234,96 29,1 35,96 
PO42 1975 JZ Slovenija 3 F 1.6.2018* 92 217,06 17,82 8,2 9,67 
VE64 1977 JZ Slovenija 1 F 1.6.2018 98 177,41 10,98 6,2 7,9 
VE64 1977 JZ Slovenija 2 F 1.6.2018 93 188,09 11,75 6,2 8,38 
NE7 
 




ZDA 7 F 1.6.2018 48 2028,9 355,35 17,5 
 
GR178 2005  JV Slovenija 1 2016 37 924,45 139,54 15,1 33,82 
GR179 2005  JV Slovenija 1 2016 30 1277,64 74,64 5,8 46,74 
GR180 2006  JV Slovenija 1 2016 33 1188,8 97,77 8,2 43,49 
GR181 2005  JV Slovenija 1 2016 18 830,57 236,55 28,5 30,39 
GR182 2006  JV Slovenija 1 2016 39 789,29 110,55 14 28,88 
JE36 1991 JV Slovenija 1 2016 31 616,59 70,87 11,5 22,56 
JE37 1991 JV Slovenija 1 2016 24 800,43 121,45 15,2 29,29 
JE39 NI JV Slovenija 1 2016 26 589,98 63,84 10,8 21,59 
JE6 1997 JV Slovenija 1 2016 23 1053,37 96,87 9,2 38,54 
JE8 1997 JV Slovenija 1 2016 58 606,57 68,03 11,2 22,19 
KO1 2000 JV Slovenija 1 2016 24 1299,96 411,9 31,7 47,56 
KO196* 2013 JV Slovenija 1 2016 73 932,81 49,14 5,3 34,13 
OT1 1998 JV Slovenija 1 2016 28 1047,69 109,26 10,4 38,33 
OT26 2001 JV Slovenija 1 2016 24 899,43 97,33 10,8 32,91 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5: Prikaz vseh meritev integrirane optične gostote (IOG) pri P. anguinus 
anguinus in P. anguinus parkelj ter pri nekturu (Necturus maculosus), vključno z meritvami iz leta 
2016. Podani so tudi koeficienti variabilnosti IOG (KV) in standardna deviacija (SD) ter izračunane 
vrednosti C v pikogramih (pg). Z zvezdico so označeni osebki pri katerih so bili narejeni krvni 
razmazi iz sveže krvi. Prikazane so tudi serije barvanj po Feulgenu, leto arhiviranja osebkov in 













SD  KV 
(%) 
C (pg) 
OT2 1998 JV Slovenija 1 2016 36 1163,27 85,13 7,3 42,56 
PL184* 2015 JZ Slovenija 1 2016 28 1654,86 82,11 5 60,55 
PL199* 2014 JZ Slovenija 1 2016 100 1052,06 32,16 3,1 38,49 
PL21 1987 JZ Slovenija 1 2016 44 1189,78 143,23 12 43,53 
PL98 1986 JZ Slovenija 1 2016 25 661,01 77,79 11,8 24,18 
NE4721* 2016 ZDA 1 2016 140 2349,37 729,64 31,1 
 
GR181  2005 JV Slovenija 1 2016 60 607,76 58,5 9,6 34,3 
GR180 2006 JV Slovenija 1 2016 172 662 52,54 7,9 37,36 
KO38  1980 JV Slovenija 2 2016 83 565,54 28,46 5 31,92 
KO2 2000 JV Slovenija 1 2016 142 570,12 17,58 3,1 32,18 
PL98  1986 JZ Slovenija 1 2016 99 495,06 56,2 11,4 27,94 
NE 
4721* 
2016 JV Slovenija 1 2016 103 1522,91 729,64 47,9 
 
JE6 1997 JV Slovenija 1 2016 170 1173,64 182,45 15,5 66,24 
JE33 1994 JV Slovenija 1 2016 117 1558 84,24 5,4 87,94 
JE34 1993 JV Slovenija 1 2016 112 1492,55 183,49 12,3 84,24 
JE8 1997 JV Slovenija 1 2016 131 803,32 89,92 11,2 45,34 
NE4721* 2016 ZDA 1 2016 107 2661,37 196,84 7,4 
 
JE36 1991 JV Slovenija 2 2016 139 878,99 111,18 12,6 23,41 
JE37 1991 JV Slovenija 2 2016 108 1637,18 204,08 12,5 43,6 
JE39 NI JV Slovenija 2 2016 116 775,26 81,39 10,5 20,64 
OT1 1998 JV Slovenija 1 2016 169 652,14 116,1 17,8 17,37 
OT2 1998 JV Slovenija 1 2016 103 825,74 82,8 10 21,99 
NE4721* 2016 ZDA 1 2016 150 3227,86 63 2 
 
GR182 2006  JV Slovenija 1 2016 80 501,19 110,22 22 27,67 
GR178 2005  JV Slovenija 1 2016 42 784,58 98,26 12,5 43,32 
OT2 1998 JV Slovenija 2 2016 124 583,92 57,85 9,9 32,24 
OT23 1998 JV Slovenija 1 2016 210 430,83 86,69 20,1 23,79 
OT26 2001 JV Slovenija 1 2016 165 557 42,47 7,6 30,76 
OT9 1998 JV Slovenija 2 2016 216 621 55,81 9 34,29 
PL117 1994 JZ Slovenija 1 2016 198 173,46 17,53 10,1 9,58 
PL7 1980 JZ Slovenija 1 2016 86 470,26 114,95 24,4 25,97 
NE4721* 2016 ZDA 1 2016 111 1556,72 63 4 
 
JE5 NP JV Slovenija 1 2016 271 1343,62 147,31 11 74,19 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 6: Prikaz vseh meritev integrirane optične gostote (IOG) pri P. anguinus 
anguinus in P. anguinus parkelj ter pri nekturu (Necturus maculosus), vključno z meritvami iz leta 
2016. Podani so tudi koeficienti variabilnosti IOG (KV) in standardna deviacija (SD) ter izračunane 
vrednosti C v pikogramih (pg). Z zvezdico so označeni osebki pri katerih so bili narejeni krvni 
razmazi iz sveže krvi. Prikazane so tudi serije barvanj po Feulgnu, leto arhiviranja osebkov in 

















OT27 1998 JV Slovenija 1 2016 10 619,4 40,9 6,6 34,2 
PL199* 2014 JZ Slovenija 1 2016 48 805,16 75,88 9,4 44,46 
NE4721* 2016 ZDA 1 2016 127 2221,18 76,82 3,5  
GR178 2005  JV Slovenija 2 2016 78 1143,05 310,32 27,1 35,51 
GR179 2005  JV Slovenija 2 2016 120 1576,72 224,56 14,2 48,98 
KO1 2000 JV Slovenija 2 2016 110 1595,08 224,87 14,1 49,55 
OT2 1998 JV Slovenija 3 2016 113 1338,11 241,78 18,1 41,57 
OT1 1998 JV Slovenija 3 2016 142 1345,91 211,85 15,7 41,81 
PL117 1994 JZ Slovenija 1 2016 24 254,45 29,92 11,8 7,9 
PL117 1994 JZ Slovenija 2 2016 184 219,56 33,29 15,2 6,82 
PL98 1986 JZ Slovenija 2 2016 15 641,49 132,88 20,7 19,93 




Preglednica 7: Prikaz izračunanih vrednosti C (C) v pikogramih (pg) za posamezne osebke proteusov 
(N = 37) z upoštevanjem koeficienta variabilnosti IOG pod ali okoli 10%.  






Haplotip  Leto 
arhiviranja 
Fiksacija C (pg) 
GR179 1 JV Slovenija 2005 70 % EtOH 46,74 
GR180 1 JV Slovenija 2006 70 % EtOH 40,43 
GR181  1 JV Slovenija 2005 70 % EtOH 34,30 
JE6 1 JV Slovenija 1997 75 % EtOH 38,54 
JE7 1 JV Slovenija 1997 75 % EtOH 20,22 
JE8 1 JV Slovenija 1997 75 % EtOH 22,15 
JE16 1 JV Slovenija 2006 75 % EtOH 19,88 
JE18* 1 JV Slovenija 2015 metanol 69,41 
JE33 1 JV Slovenija 1994 NP 87,94 
JE39 2 JV Slovenija NI NP 21,12 
KO2 1 JV Slovenija 2000 NP 32,18 
KO38  2 JV Slovenija 1980 NP 31,92 
KO196* 1 JV Slovenija 2013 NP 34,13 
OT1 1 JV Slovenija 1998 NP 38,33 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 4: Prikaz izračunanih vrednosti C (C) v pikogramih (pg) za posamezne 
osebke proteusov (N = 37) z upoštevanjem koeficienta variabilnosti IOG pod ali okoli 10 %.  






Haplotip  Leto 
arhiviranja 
Fiksacija C (pg) 
OT2 1 JV Slovenija 1998 NP 32,26 
OT9 2 JV Slovenija 1998 NP 34,29 
OT26 1 JV Slovenija 2001 NP 31,84 
OT27 1 JV Slovenija 1998 NP 34,20 
PL1 1 JZ Slovenija 1976 NP 7,30 
PL3 2 JZ Slovenija 1976 NP 8,27 
PL4 2 JZ Slovenija 1976 NP 8,23 
PL9 1 JZ Slovenija 1976 NP 10,49 
PL15 1 JZ Slovenija 1976 NP 8,19 
PL16 1 JZ Slovenija 1976 NP 9,41 
PL17 1 JZ Slovenija 1976 NP 18,01 
PL67 2 JZ Slovenija 1975 NP 11,70 
PL117 1 JZ Slovenija 1994 NP 9,58 
PL119 1 JZ Slovenija 1976 NP 8,85 
PL122 2 JZ Slovenija 1980 NP 8,66 
PL123 2 JZ Slovenija 1980 NP 9,10 
PL125 2 JZ Slovenija 1980 NP 9,75 
PL126 2 JZ Slovenija 1980 NP 9,31 
PL184* 1 JZ Slovenija 2015 Metanol 60,55 
PL199 1 JZ Slovenija 2014 70 % EtOH 50,72 
PL199* 1 JZ Slovenija 2014 Metanol 41,48 
PL203* 4 JZ Slovenija 2015 EtOH 74,56 
PO42 3 JZ Slovenija 1975 NP 9,67 
VE64 1 JZ Slovenija 1977 NP 8,14 
 
Na sliki 5 so prikazane vrednosti C osebkov P. anguinus anguinus iz Planinske jame (N = 
18), kjer smo upoštevali KV IOG pod 10 %. Razpon vrednosti C znaša od 7,30 pg (pri osebku 
PL1) do 74,56 pg (pri osebku PL203*) (Preglednica 4). Pri slednjemu je bila meritev 
narejena na krvnem razmazu sveže krvi. Večina osebkov (N=14) je bila v arhivu že vrsto let 
(večina od leta 1976 dalje), prav tako ni poznan način fiksacije. Pri osebku PL199 fiksiranem 
v 70 % etanolu je vrednost C 50,72 pg, pri osebkih PL184*, PL199* in PL203* pri katerih 
smo uporabili krvni razmaz iz sveže krvi, je vrednost C višja (60,55, 41,48 in 74,56 pg). Če 
izključimo vse vrednosti C nižje od 30 pg, je razpon vrednosti C od 44.46 – 74.56 pg (N = 
4), s povprečno vrednostjo 56,55pg. 
 
Pri osebkih iz Jelševnika (N = 13), torej pri črni podvrsti proteusa P. anguinus parkelj 
(Preglednica 4 in Slika 6) je najnižja vrednost C (z upoštevanjem KV IOG) 20,22 pg pri 
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osebku JE7, najvišja pa 87,94 pg pri osebku JE33. Pri obeh osebkih način fiksacije ni poznan. 
Pri osebkih (JE6, JE7 in JE8), ki so bili fiksirani v 75 % etanolu se vrednost C giblje od 
20,22 do 38,54, s povprečno vrednostjo C 26,97 pg. Pri osebku JE18*, pri katerem smo 
uporabili krvni razmaz iz sveže krvi, pa je vrednosti C 69,41 pg. Če izključimo vrednosti C 
nižje od 30 pg, je razpon vrednosti C od 38,54 – 87,94 pg, s povprečno vrednostjo 65,30 pg. 
 
 
Slika 5: Vrednosti C proteusov iz Planinske jame (P. anguinus anguinus, N=17 osebkov, haplotip JZ 
Slovenije). Zvezdica (*)− meritev narejena na krvnem razmazu sveže krvi. Pri vseh ostalih osebkih so bili 
preparati narejeni z vzorčenjem krvnih celic iz ventrikla arhiviranih osebkov. Z zeleno barvo sta označena 
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Slika 6: Vrednosti C proteusov iz Jelševnika (P. anguinus parkelj, N= 13 osebkov, haplotip JV Slovenije). 
Zvezdica (*) − meritev narejena na krvnem razmazu sveže krvi. Pri vseh ostalih osebkih so bili preparati 
narejeni z vzorčenjem krvnih celic iz ventrikla arhiviranih osebkov.  
 
Na sliki 7 so prikazane povprečne vrednosti C proteusov, katerih KV IOG je pod ali okoli 
10 % (Preglednica 4). Osebki izvirajo iz 5 različnih lokacij (Slika 7). Prikazani sta tudi 
vrednosti C osebkov, kjer so bile meritve IOG narejene na krvnih razmazih iz sveže krvi. 
Najnižja povprečna vrednost C je iz lokacije Kompoljska jama (32,74 pg), najvišja 
povprečna vrednost C pa iz Planinske jame (44,46 pg). Krvna vzorca iz sveže krvi (JE18* 
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Slika 7: Povprečne Vrednosti C proteusov iz različnih lokacij. Haplotipi JV Slovenije so beli osebki (P. 
anguinus anguinus) iz Grčarskih ravni (N=4), Kompoljske jame (N=3), Otoškega brega (N=7) in črni osebki 
(P. anguinus parkelj) iz Jelševnika (N=13) od tega JE18* prikazuje krvni razmaz iz sveže krvi (*). Preparati 
ostalih osebkov so iz krvnih celic izoliranih iz ventrikla fiksiranih osebkov. Haplotipi JZ Slovenije so beli 
osebki iz Planinske jame (N=13), od tega sta PL199* in PL203* krvna razmaza iz sveže krvi (*), preparati 
ostalih osebkov so iz krvnih celic izoliranih iz ventrikla fiksiranih osebkov. 
Pri treh osebkih P. anguinus anguinus in enem osebku P. anguinus parkelj smo izmerili IOG 
na vzorcih krvi, izolirane iz ventriklov arhiviranih osebkov, kot tudi na krvnih razmazih 
njihove sveže krvi (Preglednica 5). V alkoholu fiksirana osebka (JE18 in PL203) imata nižjo 
vrednost C kot osebka, ki sta bili najprej fiksirana v 10 % formaldehidu v fosfatnem  pufru 
in nato arhivirana v alkoholu (PL199 in PL202 ) (Preglednica 5). Vrednosti C krvnih 
razmazov sveže krvi so pri vseh osebkih višje od vzorcev krvi, izolirane iz ventriklov. 
Razlike med preparati krvnih razmazov sveže krvi in preparati krvnih celic, izoliranih iz 
ventrikla arhiviranih osebkov, so vidne tudi pod mikroskopom (Slika 7). Pri obarvanih 
preparatih krvnih razmazov sveže krvi proteusov je bila morfologija eritrocitov in jeder lepo 
ohranjena, celice so ovalnih oblik, njihova jedra pa okrogla do ovalna ter enakomernih 
velikosti (Slika 8). Pri vzorcih krvnih celic izoliranih iz ventrikla arhiviranih osebkov so bila 
ohranjena predvsem jedra, ki so bila različnih oblik in velikosti. Poleg tega so se jedra 
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Preglednica 8: Primerjava IOG in vrednosti C (C) med krvnimi razmazi sveže krvi in vzorci krvnih celic, 
izoliranih iz ventrikla arhiviranih osebkov (N = 4).  












JE18 761,06 168,58 22,15 35,72 EtOH 2015 
PL199 1138,82 101,15 8,88 48,25 formaldehid, 
shranjen v EtOH 
2014 
PL202 1110,67 202,68 18,25 47,06 formaldehid, 
shranjen v EtOH 
2015 
PL203 876,82 219,62 25,05 37,15 EtOH 2015 
       
JE18* 1558,52 76,39 4,90 73,15 metanol 2015 
PL199* 1303,93 161,36 12,38 55,24 metanol 2014 
PL202* 1504,03 182,93 12,16 63,72 metanol 2015 
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Slika 8: Primerjava morfologije jeder rdečih krvničk na vzorcih sveže krvi (desno) in iz ventrikla arhiviranih 
živali (levo). Slike od A do E pripadajo beli podvrsti proteusa P. anguinus anguinus (A & B za PL199, C & 
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V preglednici 6 so zbrani podatki za osebke, ki so bili fiksirani v alkoholu, med leti 1997 
in 2015. Najnižja vrednost C znaša 21,31 pg pri P. anguinus parkelj (JE7), najvišja pa 
42,39 pg pri P. anguinus anguinus (GR181). 
 
Preglednica 9: vrednosti C (C) preparatov fiksiranih v etanolu, s podanim letom fiksacije, s 
povprečnimi vrednostmi izmerjenih IOG, izračunanim koeficientom variabilnosti (KV). 








KV (%) C (pg) 
GR178 2005 70 % EtOH 924,45 15,1 33,82 
GR178 2005 70 % EtOH 784,58 12,5 43,32 
GR178 2005 70 % EtOH 1143,05 27,1 35,51 
GR179 2005 70 % EtOH 751,91 20,9 31,55 
GR179 2005 70 % EtOH 1277,64 5,8 46,74 
GR179 2005 70 % EtOH 1576,72 14,2 48,98 
GR180 2006 70 % EtOH 1188,8 8,2 43,49 
GR181 2005 70 % EtOH 1095,39 21,9 42,39 
GR181 2005 70 % EtOH 830,57 28,5 30,39 
GR182 2006 70 % EtOH 789,29 14 28,88 
GR182 2006 70 % EtOH 501,19 22 27,67 
JE6 1997 75 % EtOH 1053,37 9,2 38,54 
JE7 1997 75 % EtOH 454 10 20,22 
JE8 1997 75 % EtOH 497,32 9,5 22,15 
JE8 1997 75 % EtOH 511,65 36,4 22,79 
JE8 1997 75 % EtOH 606,57 11,2 22,19 
PL203 2015 70 % EtOH 946,15 21,6 42,14 
PL203 2015 70 % EtOH 807,49 29,1 35,96 
PL203* 2015 70 % EtOH 1674,12 6,5 74,56 
 
 
4.3 VELIKOST ERITROCITOV IN NJIHOVIH JEDER  
 
V preglednici 7 in 8 so podane meritve velikosti rdečih krvničk (RBC) in njihovih jeder ter 
izračuni njihovih površin. Razmerje dolge in kratke osi celic in jeder je pri vseh izmerjenih 
preparatih > 1, kar izkazuje, da so RBC, kot tudi jedra ovalne oblike.  
Površina rdečih krvničk znaša od 626,34 ± 14,89 µm2 (osebek JE8) do 1148,35 ± 23,98 
µm2 (osebek JE18*), pri slednjem smo uporabili krvni razmaz sveže krvi (Preglednica 7). 
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Preglednica 10: Prikaz povprečnih površin, dolžin in širin rdečih krvničk (RBC) proteusov in 
razmerje dolge in kratke osi. N – število izmerjenih celic na preparatu; SD – standardna deviacija; 
SVL − dolžina od konice gobca do začetka kloake; TOL − celotna telesna dolžina od konice gobca 
do konice repa;  zvezdica – krvni razmazi iz sveže krvi. 
Oznaka
  










(µm) ± SD 
Povprečna 
širina RBC 
(µm) ± SD 
Površina RBC 
(µm2) ± SD 
JE18* 9 20,3 14,5 1,62 48,70 ± 6,49 30,04 ± 4,69 1148,35 ± 23,89 
JE8 2 21,5 15,2 2,24 42,23 ± 3,82 18,89 ± 4,96 626,34 ± 14,89 
PL1 10 28 20 2,15 45,67 ± 3,96 21,20 ± 3,59 760,11 ± 11,16 
PL3 13 28 15,8 2,01 45,78 ± 5,39 22,78 ± 2,33 818,47 ± 9,86 
PL4 13 23,7 14,5 1,84 42,91 ± 3,62 23,28 ± 0,68 784,29 ± 1,93 
PL9 11 26,5 19 2,16 44,08 ± 2,82 20,37 ± 2,85 704,86 ± 6,32 
PL15 4 23,3 13,5 1,68 46,97 ± 4,76 27,97 ± 3,85 1031,31 ± 14,38 
PL16 3 19,7 13,2 2,18 46,73 ± 3,09 21,40 ± 1,34 785,00 ± 3,26 
PL17 6 22 15 2,13 45,42 ± 4,16 21,33 ± 0,78 760,45 ± 2,53 
PL67 5 21 15 1,78 41,30 ± 4,04 23,18 ± 2,11 751,59 ± 6,68 
PL69 6 19 13,2 1,99 42,79 ± 2,54 21,47 ± 2,00 721,36 ± 3,99 
PL116 2 24 17 1,56 44,03 ± 0,74 28,18 ± 4,50 973,82 ± 2,61 
PL119 8 23,8 16,5 1,92 45,55 ± 4,30 23,69 ± 2,81 827,86 ± 9,47 
PL123 3 20,3 13,9 1,60 36,48 ± 2,76 22,85 ± 1,40 654,23 ± 3,04 
PL125 2 23 16 1,52 38,60 ± 5,11 25,37 ± 4,85 768,59 ± 19,45 
PL126 4 20,5 14 1,62 39,84 ± 1,78 24,66 ± 3,83 771,26 ± 5,36 
PL199 3 23 15,5 1,69 41,99 ± 5,54 24,9 ± 4,98 820,79 ± 21,65 
PL203* 4 23,9 17 2,12 49,90 ± 4,65 23,57 ± 2,54 923,33 ± 9,27 
PO42 6 12,2 9 1,89 44,88 ± 3,64 23,69 ± 1,64 834,47 ± 4,70 
 
 Preglednica 11: Prikaz povprečnih površin, dolžin in širin jeder rdečih krvničk proteusov z dodano 
standardno deviacijo (SD) ter razmerje dolge in kratke osi. N – število izmerjenih jeder na preparat; 
SD – standardna deviacija; zvezdica – krvni razmazi iz sveže krvi. 




jedra (µm) s SD 
Povprečna 
širina jedra 
(µm) s SD 
Površina jedra 
(µm2) s SD 
GR178 37 1,81 15,25 ±1,45 8,41 ±1,23 100,78 ±1,68 
GR179 30 1,57 15,38 ±1,88 9,82 ±1,22 118,56 ±1,79 
GR180 33 1,77 16,11 ±1,24 9,10 ±0,89 114,84 ±0,97 
GR181 18 1,90 16,70 ±1,55 8,80 ±0,86 115,69 ±1,05 
GR182 39 1,96 15,60 ±1,34 7,96 ±1,98 97,20 ±2,34 
JE16 105 1,61 19,94 ±2,08 12,38 ±2,27 195,65 ±3,71 
JE18* 11 1,60 24,14 ±2,67 15,10 ±1,50 286,10 ±3,14 
JE34 112 1,70 14,47 ±1,48 8,53 ±1,78 97,12 ±1,78 
JE36 139 1,82 14,40 ±2,11 7,91 ±1,46 89,55 ±1,87 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8: Prikaz povprečnih površin, dolžin in širin jeder rdečih krvničk proteusov z 
dodano standardno deviacijo (SD) ter razmerje dolge in kratke osi. N – število izmerjenih jeder na preparat; 
SD – standardna deviacija; zvezdica – krvni razmazi iz sveže krvi. 
 




jedra (µm) s SD 
Povprečna 
širina jedra 
(µm) s SD 
Površina 
jedra (µm2) s 
SD 
JE37 108 1,82 16,49 ±0,24 9,06 ±1,18 117,41 ±2,12 
JE39 116 1,69 11,98 ±1,34 7,08 ±0,87 66,15 ±2,58 
JE6 23 1,06 10,45 ±2,71 9,83 ±1,98 80,43 ±1,71 
JE8 58 1,45 12,75 ±2,13 8,80 ±1,11 87,76 ±1,86 
KO196 73 1,88 15,71 ±1,79 8,35 ±2,18 103,03 ±2,93 
OT1 103 1,83 14,73 ±0,96 8,07 ±1,42 93,10 ±1,76 
OT2 36 2,19 16,15 ±1,45 7,36 ±1,23 93,24 ±2,11 
OT26 165 2,02 14,64 ±2,10 7,26 ±1,12 83,17 ±2,71 
PL1 10 1,67 13,22 ±1,47 7,92 ±0,78 82,25 ±0,90 
PL119 18 1,66 13,88 ±0,77 8,35 ±0,60 90,97 ±0,36 
PL123 14 1,61 12,50 ±0,99 7,78 ±0,44 76,38 ±0,34 
PL125 14 1,50 12,19 ±1,29 8,12 ±0,87 77,68 ±0,88 
PL126 11 1,52 12,75 ±0,84 8,41 ±0,64 84,13 ±0,42 
PL15 10 1,54 12,86 ±1,60 8,33 ±0,75 84,09 ±0,94 
PL16 10 1,75 13,71 ±0,62 7,83 ±0,53 84,28 ±0,26 
PL17 13 1,66 12,92 ±0,86 7,77 ±0,71 78,81 ±0,48 
PL184 28 1,88 15,71 ±0,94 8,35 ±1,23 264,12 ±1,25 
PL199 100 1,45 15,25 ±1,17 10,54 ±0,73 126,57 ±0,67 
PL203* 18 1,54 17,10 ±1,68 11,13 ±1,55 149,32 ±2,04 
PL21 44 2,07 16,40 ±2,11 7,93 ±1,34 102,12 ±1,27 
PL3 13 1,59 13,22 ±1,45 8,31 ±0,66 86,22 ±0,76 
PL4 13 1,44 13,40 ±1,31 9,29 ±0,68 97,72 ±0,70 
PL67 9 1,63 12,37 ±1,44 7,60 ±0,56 73,76 ±0,63 
PL69 11 1,55 12,68 ±0,87 8,16 ±0,65 81,29 ±0,44 
PL9 15 1,69 13,38 ±0,83 7,91 ±0,69 83,12 ±0,45 
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4.3 VELIKOST JEDER RDEČIH KRVNIČK IN VREDNOSTI C  
Izračunane vrednosti C pri večini arhivskih živali v vzorcu so izredno nizke (Preglednica 3), 
zato smo vrednosti C primerjali z velikostjo jeder rdečih krvničk, pri katerih je bila izmerjena 
IOG. Regresijska analiza površine jeder rdečih krvničk v primerjavi s vrednostjo C kaže 
šibko pozitivno korelacijo (R2 = 0.317).  
 
 
Slika 9: Korelacija med površino jeder rdečih krvničk (µm2) in vrednostjo C (pg) proteusov (N = 40). 
Z rumeno barvo sta označena osebka črnega proteus (P. anguinus parkelj, JE18*) in belega proteusa 
(P. anguinus anguinus, JE203*), pri katerih smo uporabili krvni razmaz sveže krvi. Ostale točke 








































KOLAR D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019 
 
4. 4 PRIMERJAVA VELIKOSTI ŽIVALI IN RDEČIH KRVNIČK  
Primerjava površin RBC s celotno dolžino živali (TOL) (Preglednica 7, Slika 8) je 
pokazala, da velikost RBC ni v korelaciji z dolžino živali. 
 
 
Slika 10: Primerjava med površino rdečih krvnih celic RBC (µm2) in celotno dolžino telesa (TOL) 
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Dvoživke so skupina vretenčarjev, pri katerih je razpon velikosti genoma zelo velik, in sicer 
od 0,95 pg pri avstralski močvirski žabi Limnodynastes ornatus do 120 pg pri rodu Necturus 
(Gregory, 2001a). Zelo velik in variabilen genom imajo repatci (Urodela), saj sega velikost 
genoma od 14 pg do 120pg (Gregory, 2005b). Novejše raziskave so potrdile razširitev 
genoma repatcev na račun ponavljajočih se sekvenc, predvsem na račun retrotranspozonov 
(Sun in Muller, 2014; Sclavi in Herrick, 2016; Elewa in sod., 2017). Ponavljajoče sekvence 
so večinoma znotraj intronov, ki so tako bistveno daljši kot pri ostalih vretenčarjih. 
Dokazano je tudi, da količina DNA pozitivno korelira z velikostjo jeder in celic, in vpliva 
na hitrost metabolizma, diferenciacijo in rast, hitrost embrionalnega razvoja in regeneracij, 
in celo biogeografske razširjenost vrste (cit. v Brockers, 2015). Podatek o različnih velikosti 
genoma evkariontov je pomemben iz evolucijskega in filogenetskega vidika, kot tudi 
praktičnega vidika pred sekvenciranjem in izdelavo genomskih knjižnic, za branje sekvenc 
nukleotidov itn. (Gregory, 2005b). 
 
Naš namen dela je bil, da s pomočjo slikovne citometrije izmerimo velikost genoma v 
vzorcih narejenih iz izoliranih krvnih celic iz osebkov proteusa, ki so hranjeni v arhivski 
zbirki na Oddelku za biologijo, Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani. Analiza 
kontrolne regije mitohondrijske DNA proteusov iz širšega geografskega področja, je razkrila 
globoko genetsko diferenciranost proteusov (Gorički 2006). Identificiranih je bilo šest 
domnevno samostojnih evolucijskih linij: Bosanska krajina, Dalmacija-Hercegovina, Istra, 
JV Slovenija, JZ Slovenija in Lika. Glede na to, je z evolucijskega in filogenetskega vidika 
zanimivo preveriti, če se populacije iz različnih geografskih območjih razlikujejo tudi v 
velikosti genoma. Arhivska zbirka proteusov je dokaj obsežna in vključuje osebke iz 
različnih geografskih področij, zato smo želeli testirati primernost fiksiranih osebkov za 
meritve IOG. Za obarvanje jeder krvnih celic smo uporabili barvanje po Feulgenu s 
Schiffovim reagentom, velikost genoma pa smo izmerili z metodo slikovne citometrije. Za 
oceno vpliva fiksacije smo k našim vzorcem priključili vzorce krvnih razmazov sveže krvi, 
hkrati pa smo pri analizi uporabili tudi preliminarne meritve IOG iz leta 2016. 
 
Barvanje jeder s Shiffovim reagentom po Feulgenu sta opisala Feulgen in Rössenbeck leta 
1923. Barvanje vključuje uporabo močne kisline, ki v postopku hidrolizacije povzroči 
cepitev purinskih vezi v DNA ali depurinacijo. Pri tem nastanejo proste aldehidne vezi, na 
katere se veže Schiffov reagent, katerega rezultat je vijolično obarvanje jeder (Feulgen in 
Rossenbeck, 1923). Postopek barvanja po Feulgenu se je skozi obdobje spreminjal in 
prilagajal do te mere, da je danes uporaben tudi za barvanje jeder živalskih celic, za katere 
se je podaljšal čas fiksacije in hidrolize (Hardie in sod., 2002; Gregory, 2005b). 
 
Preparate smo pobarvali po postopku prirejenem po Dolenc Koce in sod. (2003) in v vodni 
kopeli pri 20°C. Barvanje je potekalo v več serijah, postopek barvanja po Feulgenu je bil 
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standardiziran, vsaka serija pa je vključevala tudi standard. Kot standardni organizem za 
meritve IOG smo uporabili kri nektura (Necturus maculosus), s povprečno velikostjo 
genoma oz. vrednost C 85,96 pg (Gregory, 2019) Za razliko od vzorcev proteusa, so se vsi 
vzorci standarda uspešno pobarvali, kar potrjuje ustreznost postopka in Shiffovega reagenta. 
Od vseh pripravljenih vzorcev proteusa je bilo barvanje po Feulgenu uspešno pri manj kot 
polovici vzorcev (54 od 126 vzorcev). Neobarvani so ostali vzorci krvnih izolatov od 
osebkov, ki so bili več let v arhivski zbirki, način fiksacije živali pa ni bil zabeležen. 
 
Najpogostejši način fiksacije dvoživk za arhivsko zbirko zadnjih sto let je z uporabo 
formaldehida (metanal). Ta povzroči mreženje proteinov, celični procesi se ustavijo, 
morfologija tkiva pa ostane nespremenjena (Fox in Benton, 1987; McDiarmid, 1994; 
Zupančič, 2015). Formaldehid je komercialno dostopen v tekoči obliki kot 37 % do 40 % 
vodna raztopina (formalin). Vpliv formaldehida na DNA ni popolnoma jasen, vendar 
nekatere raziskave kažejo, da se tvorijo mreže med proteini in DNA, kot tudi v samih vezeh 
DNA (Chang in Loew, 1994). Zaradi tega nekateri avtorji trdijo, da osebki, ki so bili fiksirani 
v formalinu in nato v alkoholu niso primerni za kakršnekoli nadaljnje raziskave DNA 
(Chatigny, 2000). Po drugi strani pa nekateri avtorji trdijo, da je standardni postopek 
fiksacije v 10 % formaldehidu v fosfatnem  pufru uporaben za raziskave vrednosti C oz. 
oceno velikosti genoma (Session in Larson, 1987). Pravilen standardni postopek fiksacije in 
arhiviranja živali za zbirko je najmanj 24 urna fiksacija v formalinu (odvisno od velikosti 
živali), spiranje čez noč v vodi in arhiviranje v 70 % etanolu (Sessions in Larsson, 1987). 
 
Pobarvanim vzorcem smo izmerili integrirano optično gostoto (IOG), s katero smo kasneje 
računali vrednost C. IOG je bila izmerjena pri 30 različnih osebkih iz 9 različnih lokalitet, 
ki pripadajo trem haplotipom po Gorički (2006). Našim meritvam smo dodali tudi 
preliminarne meritve IOG od 30 osebkov, od tega so bili 4 vzorci istih, kot v naših vzorcih. 
IOG jeder istega vzorca so se med sabo razlikovala, dejavniki pa so lahko zelo raznoliki. Pri 
repatih dvoživkah so eritrociti in njihova jedra ovalne do okrogle oblike (Claver in Quaglia, 
2009). Tako je tudi pri proteusu, le da so ovalni eritrociti pogosteje zastopani (Gredar, 2016). 
V krvi pa so zastopani tudi eritroblasti (predstopnje zrelih eritrocitov) (Gredar, 2016; Prša, 
2018), saj dozorevanje eritrocitov pri repatcih poteka v krvi (Claver in Quaglia, 2009). 
Čeprav smo bili pri meritvah s slikovno citometrijo pozorni, da smo pomerili jedra ovalnih 
do okroglih oblik, ki se med sabo niso smela prekrivati, ne moremo izključiti, da nismo 
merili tudi jedra eritroblastov. Slednja so sicer nekoliko večja od jeder zrelih eritrocitih 
(Gredar, 2016), vendar pa naj bi bila jedra eritroblastov v splošnem tudi manj kondenzirana 
(Hadji-Azimi in sod., 1987). Slednje se lahko odraža na intenzivnosti obarvanja jeder s 
Schiffovim reagentom in posledično na izmerjeni IOG. Namreč graf porazdelitve vrednosti 
IOG merjenih jeder istega vzorca je bil pri večini vzorcev različnih živali z več vrhovi. 
Variabilni rezultati meritev IOG enega vzorca so torej lahko posledica meritve jeder 
eritroblastov (faze zoritve eritrocitov), saj so le-ti, za razliko od eritrocitov, mitotično aktivni 
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(Prša, 2008). Mitotično aktivne celice so zaradi podvojevanja in različne vsebnosti DNA (2C 
do 4C) neprimeren material za meritve IOG (Hardie in sod., 2002). 
 
vrednosti C naših meritev so bile zelo variabilne. Pri upoštevanju koeficienta variabilnosti, 
ki izkazuje odstopanja v postopku meritev, je bilo primernih samo 50 preparatov, njihove 
vrednosti C pa so se zelo razlikovale. Vidna je bila tudi razlika med krvnimi razmazi sveže 
krvi in izoliranimi krvnimi celicami arhiviranih osebkov, pri slednjih so bile vrednosti C 
bistveno nižje in popolnoma neprimerljive s podatki v AGSD.  
 
V štirih neodvisnih raziskavah, ki so bile izvedena na proteusih (Vialli, 1957; Sexsmith, 
1968; Olmo, 1973, 1974), je bila povprečna velikost genoma proteusa 49,4 pg. Vrednosti C 
proteusa so podane na spletni strani AGSD (Gregory, 2019). V primerjavi naših rezultatov 
s vrednostmi C v bazi, so naše vrednosti C večinoma bistveno nižje (od 7,78 pg do 20,33 
pg), v nekaj primerih pa celo bistveno višje (od 60,55 pg do 87,94 pg). 
 
Hardie in sodelavci (2002) v svojem preglednem članku podajajo nekaj razlogov za 
odstopanje vrednosti C. Poudarjajo, da mora biti Schiffov reagent vedno sveže pripravljen, 
sme pa se uporabiti le enkrat, česar smo se držali. Schiffov reagent je bil vedno pripravljen 
sveže, poleg tega smo vedno tudi preverili, če obarvanje deluje. V članku navajajo tudi, da 
je za izračun vrednosti C zelo pomemben standard, kot tudi da je potrebno najprej pobarvati 
vzorce izbranega standarda in jih primerjati s preostalimi znanimi standardi. V našem 
primeru smo za standard izbrali kri nektura in vzorce pripravili na enak način kot vzorce 
proteusa. Izmerjene IOG našega standarda smo primerjali z IOG standarda preliminarnih 
meritev iz letu 2016, kjer se je uporabilo krvne razmaze iz sveže kri nektura. Izmerjeni IOG 
obeh omenjenih standardov so bili medsebojno primerljivi.  
 
Pri krvnih razmazih sveže krvi je pomembno, da se preparati ne hranijo predolgo (Hardie in 
sod., 2002). Študija je pokazala, da so povprečne vrednosti IOG krvnih razmazov, ki so jih 
po Feulgenu pobarvali v roku 24 ur od priprave, za 35 % nižje od povprečnih vrednosti IOG 
preparatov, ki so bili barvani po 2 letih od priprave (Hardie in sod. 2002). V naši analizi smo 
uporabili krvne razmaze, ki so bili v arhivski zbirki več kot dve leti, in sicer od 3 do 4 leta. 
To bi lahko razložilo višjo vrednost C naših krvnih razmazov v primerjavi s preostalimi 
vzorci, kot tudi s vrednostmi C proteusov v bazi, vendar le, če so avtorji uporabili sveže 
vzorce, kar pa žal v njihovih originalnih člankih ni zavedeno. V raziskavi pri različnih vrstah 
rakov (Jeffery in Gregory, 2014), kjer so primerjali vrednosti C svežih vzorcev z vzorci, 
fiksiranimi v 95 % etanolu, so ugotovili, da imajo fiksirani vzorci v povprečju za 7 % nižjo 
vrednost C. Tudi v našem primeru so imeli vzorci, fiksirani v etanolu, nižjo vrednost C od 
krvnih razmazov sveže krvi. Kakorkoli, Hardie in sodelavci (2002) navajajo, da je analiza 
vrednosti C najbolj primerna, če se vzorce in standarde pripravlja sočasno oz. v čim krajšem 
obdobju. Nasprotno, pa  Jefferey in Gregory (2014) v raziskavi na rakih navajata, da so 
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vzorci med sabo vseeno primerljivi, četudi so različno dolgo arhivirani. V njuni raziskavi so 
bili nekateri vzorci arhivirani tudi do 14 let.  
 
Pri večini osebkov iz arhiva v naši analizi so vrednost C izrazito nižje v primerjavi z 
objavljenimi vrednostmi C proteusa AGSD. Razpon vrednosti C je od 6,62 pg vse do 87,94 
pg. Zelo nizke vrednosti C so večinoma od osebkov, ki so v arhivski zbirki od leta 1975 do 
1994 in pri katerih način fiksacije ni poznan. Vzrok za nerealno nizke vrednosti C je 
najverjetneje neprimeren način fiksacije in arhiviranja osebkov. Če iz analize izključimo vse 
vrednosti C nižje od 30 pg, ki očitno kažejo artefakt zaradi fiksacije osebkov v arhivski 
zbirki, je razpon vrednosti C od 33,82 do 55,79 pg za belo podvrsto proteusa (P. anguinus 
anguinus) in povprečno vrednostjo 43,54 pg, s čimer se približamo objavljenim podatkom v 
AGSD. Za črno podvrsto proteusa (P. anguinus parkelj) je razpon vrednosti C od 38,54 do 
87,94 pg oz. povprečna vrednost 57,65 pg. 
 
Arhivske krvne razmaze, narejene iz sveže krvi proteusov smo uporabili z namenom, da smo 
primerjali vrednosti C s preparati, narejenimi z izoliranjem krvnih celih iz ventriklov istih, 
vendar fiksiranih osebkov. Izkazalo se je, da so preparati med sabo neprimerljivi, saj so bile 
razlike v vrednostih C velike. Preparati, narejeni z izoliranjem krvnih celic iz ventrikla 
osebkov iz arhiva, so imeli nižje vrednosti C v primerjavi s preparati krvnega razmaza sveže 
krvi istega osebka.  
 
Da je fiksacija živali v arhivski zbirki neprimerna se nenazadnje odraža tudi na velikosti 
jeder eritrocitov. Vsi preparati, pri katerih smo izolirali krvne celice iz ventriklov arhiviranih 
živali so imeli manjšo površino jedra in tudi nižjo vrednost C. Slednje kaže na to, da je prišlo 
do skrčenja jeder pri živalih, ki so bile dlje časa v zbirki. Namreč iz primerjave izračunanih 
površin jeder eritrocitov izoliranih iz ventrikla fiksiranih živali in na krvnih razmazih iz 
sveže krvi je razvidno, da so jedra eritrocitov na krvnih razmazih iz sveže krvi večja. 
 
Zaradi nestandariziranega postopka fiksacije proteusov v zbirki, le-ti niso primerni za 
raziskave velikosti genoma in primerjavo vrednosti C med različnimi populacijami / 
haplotipi proteusov. Vsekakor pa je z raziskavo velikosti genoma pri proteusu smiselno 
nadaljevati, in analizo narediti na krvnih razmazih iz sveže krvi v izogib neustreznosti vzorca 
zaradi načina fiksacije in arhiviranja. Odvzema krvi iz srca uspavanih proteusov je 
preizkušen in standardiziran postopek in je nedestruktiven za žival (Gredar in sod, 2017, 
2018). Za izračun vrednosti C je zelo pomemben standard, ki mora biti pripravljen na enak 
nak način kot ostali vzorci. V našem primeru smo za standard uporabili kri nektura, ki pa 
ima skoraj enkrat večji genom kot proteus (85,96 pg). Morda bi bilo smotrno kot standard 
vključiti tudi vzorce repatcev, ki imajo primerljivo velikost genoma, kot tudi repatce, pri 
katerih je velikost genoma potrjena s sekvenciranjem genoma, taka sta. aksolotl (Ambystoma 
mexicanum) in španski pupek (Pleurodeles waltl) (Elewa in sod., 2017).  
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Krvne celice, izolirane iz srca živali iz arhivske zbirke, so neuporabne za meritve IOG in 
izračun vrednosti C, saj so živali v zbirki neprimerno fiksirane in arhivirane. Vrednosti C so 
nerealno nizke in izrazito odstopajo od podatkov v AGDS. Način fiksacije živali za arhiv je 
potrebno standardizirati, da bo material uporaben za tovrstne analize, kot tudi za splošno 
histologijo tkiv. Predlagamo kratkotrajno fiksacijo v 10 % formaldehidu v fosfatnem  pufru 
in nato arhiviranje v 70 % etanolu. 
 
Če iz analize izključimo vse vrednosti C nižje od 30 pg, je povprečna vrednost C za P. 
anguinus anguinus 43.54 pg. Za črno podvrsto proteusa (P. anguinus parkelj) je povprečna 
vrednost C nekoliko višja 57.65pg, vendar je bil vzorec majhen.  
 
Vrednosti C na krvnih razmazih iz sveže krvi so višje od vrednosti C vzorcev, izoliranih iz 
src živali, ki so bile fiksirane bodisi v etanolu bodisi v formalinu in nato arhivirane v 70 % 
etanolu, kar je lahko posledica predolgega arhiviranja. 
 
Analizo velikosti genoma pri proteusu je potrebno izvesti na svežih krvnih razmazih in s 
standardom, ki se pripravi na enak način. V analizo je potrebno vključiti tudi standarde, pri 
katerih je velikost genoma potrjena s sekvenciranjem genoma. 
  
43 
KOLAR D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.  




Namen raziskave je bil ugotoviti, če so krvne celice proteusov (Proteus anguinus) iz 
arhivske zbirke primeren material za oceno velikosti genoma s pomočjo slikovne citometrije, 
ki je ena od standardnih metod za tovrstne študije. Krvne celice smo vzorčili iz ventrikla srca 
arhiviranih živali in barvali po Feulgenu s Schiffovim reagentom, ki specifično barva DNA. 
Meritve integrirane optične gostote (IOG) so bile izvedene na jedrih rdečih krvničk. Kot 
standard smo uporabili krvne celice arhiviranih osebkov nektura, kot kontrolo pa krvne 
razmaze, pripravljene iz sveže krvi.  
 
Dvoživke so na področju raziskovanja velikosti genoma že zelo dolgo v centru pozornosti. 
Namreč, razpon v velikosti genoma je izredno velik, od 0,95 pg pri  Limnodynastes ornatus 
do 120 pg pri Necturus (Gregory, 2001a). Zanimanje za raziskovanje velikosti genoma sega 
skoraj šestdeset let nazaj, ko se je to področje šele razvijalo. Znanstveniki so velikost genoma 
sprva povezovali s številom vseh genov, zato so bili zelo presenečani, ko se je izkazalo, da 
velikost genoma ni povezana s kompleksnostjo organizma. S tem se je oblikoval paradoks 
oz. uganka vrednosti C. Danes vemo, da velikost genoma ali vrednost C ne sestavljajo samo 
kodirajoča zaporedja, pač pa tudi nekodirajoča zaporedja, kot so introni, sekvence za ne 
kodirajočo RNA, regulatorne regije, psevdogeni in mobilni genski elementi. In ravno 
mobilni genski elementi in introni so tisti, zaradi katerih je velikosti genomov tako zelo 
različna. Kljub temu, da je bilo na tem področju narejenih veliko raziskav, je še vedno dosti 
nepojasnjenega. Ocena velikosti genoma je pomembna tudi iz praktičnega vidika navezujoč 
se na sekvenciranje genoma in izdelavo genomskih knjižnic, saj je velikost genoma 
velikokrat v sorazmerju s stroški dela. 
 
Uspešnost barvanja jeder eritrocitov, izoliranih iz arhiviranih osebkov, s Feulgenom zavisi 
od načina fiksacije osebkov. Najpogostejši način fiksacije dvoživk za arhivske zbirke je 
fiksacija s formaldehidom, ki zamreži proteine in ustavi življenjske procese, morfologija 
fiksiranega tkiva pa ostane nespremenjena. Vpliv formaldehida na DNA še ni popolnoma 
razjasnjen, vendar nekatere raziskave kažejo, da vpliva tudi na DNA. Posledično tako 
fiksirani osebki niso primerni za kakršnekoli nadaljnje raziskave DNA. Na drugi strani pa v 
literaturi lahko zasledimo, da je za meritve IOG in izračun vrednost C ustrezna kratka (24 
urna) fiksacija v 10 % formaldehidu v fosfatnem  pufru in nato arhiviranje v 70 % etanolu. 
V našem primeru se je izkazalo, da krvni vzorci iz srca večine osebkov iz arhivske zbirke 
niso uporabni za meritve IOG. Izračunane vrednosti C so bile nerealno nizke in popolnoma 
neprimerljive s poznanimi podatki iz Animal genome size data base (Gregory, 2019).  
 
Z upoštevanjem koeficienta variabilnosti IOG, ki je pomemben za izločitev napak, smo 
vrednost C izračunali le pri 40 osebkih (od izhodiščno 60 osebkov), ki so pripadali dvema 
različnima haplotipoma JV in JZ Slovenije. V primerjavi z literaturo so bile izmerjene 
vrednosti C večinoma nižje, v nekaj primerih pa tudi višje. K takemu razhajanju vrednosti C 
44 
KOLAR D. Analiza velikosti genoma v populaciji proteusa s slikovno citometrijo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019 
 
je pripomogel način fiksacije živali, starost materiala in nenazadnje nehote izmerjene IOG 
eritroblastov. Meritve IOG je potrebno ponoviti in izvesti na krvnih razmazih iz sveže krvi.  
 
V nalogi smo naredili tudi primerjavo vrednosti C med krvnimi razmazi iz sveže krvi, ki je 
bila odvzeta pred žrtvovanjem in fiksacijo osebkov, in krvnimi celicami, izoliranimi iz srca 
istih osebkov po fiksaciji. Razlike v izračunanih vrednostih C omenjenih vzorcev so velike, 
kar kaže na to, da bi v nadaljnjih raziskavah morali biti bolj pozorni na način in trajanje 
fiksiranja. Pomembno je tudi, da preparati krvnih razmazov iz sveže krvi niso prestari. 
 
Izračunane vrednosti C proteusov smo primerjali z velikostjo jeder njihovih eritrocitov. Pri 
živalih iz arhivske zbirke, ki so imeli izredno nizke vrednosti C, so bila tudi jedra izredno 
majhna, kar kaže na to, da je prišlo do njihovega skrčenja.  
 
Raziskave velikosti genoma pri proteusu je vredno nadaljevati, kot tudi primerjati vrednosti 
C med različnimi populacijami / haplotipi proteusov, ki jih navaja Gorički (2006). Žal 
arhivirani osebki zaradi nestandariziranega postopka fiksacije niso primerni za tovrstne 
študije. Analizo je potrebno narediti na krvnih razmazih iz sveže krvi v izogib neustreznosti 
vzorca zaradi načina fiksacije in arhiviranja. Postopek odvzema krvi iz srca uspavanih 
proteusov je preizkušen in standardiziran ter je popolnoma nedestruktiven za žival. Za 
izračun vrednosti C je zelo pomemben standard, ki mora biti pripravljen na enak nak način 
kot ostali vzorci. V našem primeru smo za standard uporabili nekturovo kri, vendar bi bilo 
smotrno kot standard vključiti tudi vzorce repatcev s primerljivo velikostjo genoma kot je 
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